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RESUMEN

Se presentan dos casos de histoplasmosis, de los cuales uno pertenece a la forma
pulmonar crénica cavitaria y otra, a la diseminada grave. El 1ltimo caso fué hallazgo
de una revisién de a‘mtopsia de un nifio, efectuada 5 afios atras. Se llev6 a cabo una en-
cuesta epidemioldgica en la localidad de La Paragua, Estado Bolivar, sitic de nacimien-
to del segundo, que comprendié tests cutaneos a la histoplasmina en 1.173 personas, es-
tudios de contaminacién de suelos, examenes clinicos y complementarios en sospechosos
y estudio seroldogico de los reactores positivos a la histoplasmina, mediante pruebas de
doble inmuno-difusion en agar, utilizindose dos técnicas: Métodos de Ouchterlony y la
micro-inmunodifusién en agar-gel. Se demostréd por estos estudios, una prevalencia del
54,9% de reactores a la histoplasmina y se pudo detectar un caso de histoplasmosis pri-

maria benigna.

INTRODUCCION

La identificacién original de la histoplas-
mosis estd asociada a una protozoosis, el Ka~-
la-Azar, enfermedad que se confunde con una
de las formas clinicas mas severas pero in-
frecuente de aquella, la diseminada grave 2.
Entretanto, las dificultades de diagnédstico di-
ferencial se plantean comunmente con la tu-
berculosis pulmonar, pués es esta localizacién
visceral, el sitio frecuente de la infeccién mi-
cOticg 2.4,10,13,14,

FURICOLOW en 1970 15, se pronuncia por la
superposicion de la histoplasmosis y la para-
coccidioidomicosis en las cuencas de los gran-
des rios de Sur-América, areas en las cuales
se calcula habiten unas 40.000.000 de perso-
nas.

En Venezuela, fué sefialado el primer caso
de histoplasmosis por CAMPINS - & SCHARYJ

Este trabajo se ha realizado en parte, con fondos para el Proyecto de Investigacién CI-2-09-00022-74/75,

en 1952 9, fuera de la hoya hidrografica prin-
cipal del Orinoco.

El Estado Bolivar, cuya 4rea abarca un
tercio del territorio nacional, el limite norte lo
recorre el Orinoco, al cual vierten sus aguas
los principales rios de la regién: Caura, Ca-
roni, Paragua y otros. En este Estado, se han
efectuado pocos estudios sobre histoplasmosis
de los cuales, el primero por PRINCIPE & col.
en 1958 2¢, informa vresultados variables de
reactores a la histoplasmina, los euales fluc-
tuaban desde un 80,0% en El Callao, e]l.-mas
alto del Pais, hasta el 2,0% en Ciudad Bolivar.

Hasta ahora no tenemos referencias sobre
casos autéctonos estudiados o publicados en
esta area del territorio. En 1975, identifica-
mos nuestro primer caso de histoplasmosis,
forma cavitaria crénica y en el mismo afo, en

subsi-~

diado por el Consejo de Investigaciéon de la Universidad de Oriente.

(1) Departamento de Parasitologia y Microbiologia
(2) Departamento de Medicina, Escuela de Medicina,
var — Venezuela

Nuacleo Bolfvar, Universidad de Oriente. Ciudad Boli-
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una revisién de muertes por Kala-Azar en el
Hospital Universitario, se demostré que el ma-
terial proveniente de un nifio de la poblacién
de La Paragua, muerto 5 afios atras, correspon-
dia histopatologicamente a una histoplasmo-
sis diseminada. En el primer caso no se pudo
establecer el sitio de infeccidén, por cambios de
residencia durante el posible inicio de su en-
fermedad; en el segundo, el nifio de 9 meses
de edad, habia permanecido de por vida en
la localidad de su nacimiento, esto tltimo nos
alentd a efectuar un estudio en ese lugar que
incluyese: muestreos de suelos, reacciones
cutaneas a la histoplasmina, estudio seroldgi-
co de los reactores y exdmenes clinicos y com-

plementarios en los sospechosos. Los casos

mencionados de patientes y los resultados de
esa encuesta, son el motivo de la presente pu-
blicacién.

MATERIAL Y METODOS

Casos humanos — a) Se efectud revision
del material proveniente de la autopsia del
paciente R.T., historia clinica N.°© 08-25-31.
Los fragmentos de 6rganos habian sido con-
servados en formol al 10% a temperatura am-
biente durante 5 aflos. Parte del material fue
incluido en parafina y sometido a diferentes
procesos de coloraciéon: PAS, HE y Grocott.
Se obtuvo en los archivos de 1la seccion de He-
matologia, un frotis de médula Osea tomado
durante la hospitalizacién del paciente; b)
P.M., historia clinica N.°© 143440. Ingresé al
Hospital del Térax en abril de 1975. Se toma-
ron muestras de esputo, las cuales fueron pro-
cesadas segiin rutina para descartar hongos
patégenos y tuberculosis, parte de ese material
fue inoculado en testiculos de cobayos.

Histoplasmina usada — Fue obfenida a
partir de una cepa de Histoplasma capsulatum
aislada el 4/10/74, de cultivos en Micobiotic
Agar (Lab. Difco, U.S.A.), en los cuales se
habian sembrado fragmentos de bazo de ra-
tones blancos, que habian sido inoculados el
24/9/4, con tierra colectada del interior de la
Cueva del Guacharo, situada en el Distrito
Caripe del Estado Monagas, en las coordena-
das geograficas: Long. 0.63° 33’ 06”, Lat. N. 10°
100 27710, Las muestras, mantenidas en frio
hasta su traslado al laboratorio, provenian de
los sitios denominados Salén de Baile y Juan

de la Rosa, donde se acumulan en gran canti-
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dad, las excretas depositadas por los pajaros
(Steatornis caripensis) que habitan en la gru-
ta formando una gran colonia, sitios éstos de
donde otros Autores ya habian aislado el hon-
go L,

Las muestras fueron suspendidas al 10%
en solucién fisioldgica mas 0,05 g de succina-
to de cloramfenicol (Lab. Parke-Davis, U.S.A)
por ml. Los ratones fueron inoculados por via
intra-peritoneal con 1 ml del sobrenadante y
mantenidos en jaulas, donde el agua para be-
ber, contenia 0,33 g por ml de cloramfeni-
col. E! método de preparacién de la histoplas-
mina consistié en: siembra de la cepa en me-

-dio de Smith, mantenimiento de los cultivos

en la oscuridad a una temperatura de 25°C por
6 meses y filtracién, siguiéndose procedimien-
tos establecidos(*) y usidndose como preser-
vativo merthiolate al 1:5.000(**).

La padronizaciéon para pruebas cutdneas
se controlé con histoplasmina suministrada
por el Prof. Fava Netto de Sio Paulo, Brasil,
con una dilucién final de 1:1.000 de la histo-
plasmina bruta, de manera que las papulas ob-
tenidas por ambas, se correlacionaran v sien-
do que una de 5 a mas mm en los reactores,
era considerada como positiva. El lote usado
contenia 1,4 mg de proteina por ml, determi-
nacién hecha por el método de LOWY 19, ILa
bosibilidad de efectuar lecturas inespecificas
en los tests cutineos, que no se debieran a los
antigenos micéticos, fue descartada controlan-
do a varios de los reactores positivos, con ino-
culaciones de medio de Smith y merthiolate
en las mismas concentraciones usadas 'para la
histoplasmina y determinando la negatividad
de las mismas.

Pruebas cutineas — Se usé la histoplasmi-
ha en la dilucidén determinada, levandose a
cabo la preparacién del material en el momen-
to de efectuar las pruebas. Se usaron jeringas
descartables, inyectandose intradermicamente
0,1 ml de histoplasmina en la regién anterior
del antebrazo. Las lecturas se realizaron a las
48 horas.

(*) TU.S. Department of Health, Education, and Wel-
fare. Public Health Service., National Institutes
of Health. Bethesda 14. Maryland. Ist. Revision,
February 11, 1955. . o

(**) Segun recomendaciones del Prof. C. Fava Netto.
Sdo Paulo, Brasil
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Encuesta epidemiolégica — Se llevd a ca-
bo en la localidad de La Paragua, zona agri-
cola, maderera, con una poblacién aproxima-
da de 2.000 habitantes y situada a 190 km al
sur de Ciudad Bolivar, sobre la margen iz-
quierda del rio Paragua. La regidén correspon-
de al bosque seco (Holdridge) o bosque trop6-
fito macrotérmico (Pittier) cuyas caracteris-
ticas son: pluviosidad media anual de 1.000 a
2.000 mm, temperatura media anual mayor
de 24°C y altura entre 0 a 400 mts. 3.

Entre abril y mayo de 1975 se estudiaron
1.173 personas, cuyas edades estaban com-
prendidas entre los 3 meses y los '74 afos.
Aproximadamente el 65% de los encuestados
tenian menos de 15 afios. Se censaron 541 per-
sonas del sexo masculino y 632 del femenino.

Muestreo de tierras — Fueron visitadas 4
viviendas y sus alrededores, incluyendo la ca-
sa donde se habia registrado el caso fatal de
histoplasmosis, donde existian condiciones
apropiadas para la existencia del hongo. jar-
dines arbolados, tierras conteniendo hojas en
descomposicién, heces de pajaros, de murcié-
lagos y otros mamiferos. Se tomaron 10 mues-
tras en total, de manera que cada una de ellas
fuese representativa de amplias areas del in-
terior de las casas, gallineros y jardines. Par-
te de las muestras fue procesada de la manera
yva descrita e inoculadas por via intra-perito-
neal en ratones cepa 657/BL, 4 animales para
cada muestra. También se inocularon cobayos
por via intratesticular, uno para cada muestra.

El sobrenadante de las muestras fue fra-
tado con penicilina y estreptomicina en la
proporcioén de 20 Uy 0,25 mg por ml respectiva-
mente. Volimenes de 0,20 ml del sobrenadan-
te, se sembraron en placas de agar-sangre,
usandose tres placas por muestra.

Todos los animales inoculados el 7/10/75
fueron sacrificados enfre las 4 a 6 semanas
siguientes. Fragmentos de bazo y de testiculos
dé los que sobrevivieron al periodo de un mes
(33 en total), fueron sembrados en tubos con
medio inclinado, dos por cada animal.

Encuesta serolégica — Fueron obtenidos
159 sueros de personas que habian resultado
positivas al test cutaneo de la histoplasmina,
64 de ellas del sexo masculino y 95 del feme-
nino. Los sueros fueron protegidos con mer~

thiolate a una dilucién de 1:5.000 y guarda-
dos en congelacién a una temperatura de
-20°C, hasta su uso. La colecta de los mismos
se llevd a cabo entre mayo de 1975 y abril de
1976. »

Métodos  serologicos usados — Todos los
sueros fueron sometidos a la prueba de la do-
ble inmunodifusién en agar-gel, para la de-
mostracién de las bandas de precipitacion M
v Hi8, Las técnicas usadas fueron el método de
Ouchterlony, usando como medio de difusion
el modificado por NICHOLS 7; la otra técnica
fue la Micro Inmunodifusiéon en Gel de Agar 7.
Los sueros no sofrieron ninguna modificacién
antes de su uso. El antigeno fue la misma his-
toplasmina empleada anteriormente, pero en
este caso, concentrada por evaporacién unas
10 veces. El suero padron usado como control,
provenia del paciente P.M., el cual presenta-
ba las dos bandas de precipitacion. La iden-
tificacién de las bandas se hizo con suero e
histoplasmina controles, utilizados en el “Cen-
ter for Disease Control, Atlanta, Georgia,
U.S.A.”, facilitados gentilmente por el Dr. L.
Kaufman.

Examenes clinicos y complementarios —
En 3 pacientes sospechosos de presentar la
enfermedad, se efectuaron examenes clinicos,
radiolégicos, recuento de plaquetas, proteino-
grama y estudio de médula oOsea. -

Los estudios histopatologicos fueron pro-
cesados por personal del Departamento de
Anatomia Patologica. :

RESULTADOS
a) Resumen de la historia clinica del pa-

ciente R.T. — Admitido el 27/7/70, sexo mas-
culino, edad 9 meses. A los 7 meses, presenta

“diarrea febril que cede al tratamiento médico.

Dos semanas después, reaparece fiebre mo-
derada que se mantiene por 5 dias, desde en-
tonces presenta tos himeda espéstica que oca-
sionalmente provoca vomitos. Al mes siguien-
te, la madre nota tumoracién abdominal pro-
gresiva y fiebre acompafiada de erupcion cuté-
nea.

Examen fisico — poliadenopatias cervica-
les, axiliares e inguinales. Higado a 4 cm del
reborde costal derecho y bazo 8 cm por debajo
del reborde costal izquierdo. Sangre periférica:
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globulos rojos  2,600.000; gldbulos blancos
1.850; plaguetas 90.000 por mm cibico. Protei-
nograma: proteinas totales 4.890; albuming
2,42; alfa, 0,22} alfa, 0.58; beta 0,46 ¥ gammas
1,22 g9, Informe radiolégico: extensas no-
dulaciones ¥ moteado diseminado en ambos
pulmones. Magndstico: neumonia focal. En
los dltimos dias presentd deposiciones diarrei-
cas fétidas de color marrdn. Autopsia el 10/
B/70.

Se observaron cortes histoldglcos de los si-
guientes drganos: cerehro, cerebelo, meédula
espinal, vértebra dorsal, pulmones, higado, ba-
z0, hazo acesorio, ganglios linfaticos mesen-
téricos. En dos laminaz de médula dsea obte-
nidas en vida del paciente (Fig. 1) ¥ en la
mavoria de los drganos, se pudo demostrar la
presencia de H. capsulatum, incluvendo las
meninges gue envuelven la medula espinal,

Fig. 1
loremdo eon (Flemst.

Frotis de méduls daea del paciente R.T., oo-
Lap flecha gefinla un grupo de H,
capsubatom extrmcelulares, L0 X

by Hallazgos en el paciente P.M, — 3exo
masculino, 54 anos, Natural del Estado Cara-
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bobo, sus Nitimos 25 anos han sido de resi-
dencla en el Estado Bolivar. Buen estado ge-
neral, fumador de 50 & més cilgarrillos por dia.
Disnea a los medianos esfuerzos. Borde infe-
rior del higado a 4 em del reborde costal de-
recho. Sinusitis maxilar bilateral erdmica. Las
pruebas de sensibilidad cutanea fueron: P.P.D.
18 mm, coccldioidina 5 mim, histoplasmina 8
mm, paracoccidioidina 18 mm. Hematologia:
hemoglobina $.20 g% ; leucocitos 5.500, pla-
guetas 368.000 por mm cibico. Proteinogra-
ma: albiimina 3,96, alfa, globulina 032; al-
fa, 091; beta 1,07 ¥y gammas 2,14 g%,

Radiografias pulmonares & su ingreso v
posterior a su egreso, se muestran en las Flgs,
2 ¥ 3. La doble inmunodifusion del suero con-

AL

Infiltrado no homogénes con
localizndo en /3 superio-
Imagenes en cpanol  de

B 2

Fig, 2 —
multiples imdgenes clarms,
rog dal hemitorax derecho.

phEjasy on cempo superior  izguicrdo,

P.M. 14-3-75.

fra histoplasmina, fué positiva hasta una di-
lucion de 1:32, demostrandose las bandas de
precipitacion M v H. En cortes histoldgicos de
testiculos de cobayos, sacrificados 30 dias des-
pués de ser inoculados con esputo del pacien-
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Fig, 4 — P.M, 2-2-T6, Mejoria contlnua, o Infiltrado
thonde o ser indurative en ambos virtiees, con lmdge-
nes clarag o imprecizas on log miamos.

te, se demostrd la presencia de H. capsulatum,
¢ Izualmente s¢ obtuvo el aislamiento del hon-
g0, sembrando fragmentos de aguel material.
E! paclente fue sometido a tratamiento oral
con una combinacion de sulfametoxazol ¥ tri-
metoprim por un afo, al cabo del cual e ha
mantenido la cura cliniea v las Imagenes de
regresion en los controles radiologicos.

¢l Muestreo de tierras — No se obtuvo
pislamiento de H., ecapsulatum de ninguna de
las muestras estudiadas,

d)  Encuesta epidemiologica — FPruebas
cutaneas — De las 1.173 personas (un poco
mAas del 50% de la poblacion de La Paragua),
sometidas a pruebas de sensibilidad a la histo-
plasmina, se obtuvieron 644 reactores positivos,
54.9% del total. En el Quadro I, se agrupan
las personas censadas segun grupos etarios vy
el sexo; el menor porcentaje de pruebas posi-
tivas se encontrd en el grupo de 0-4 aios ¥ el
mayor en el de 25-29 anos, 30,0% ¥ T7.5% res-
pectivamente. En el mismo cuadro se puede ob-

servar que desde la edad de 5 afos, el nimero
de personas sensibles a la histoplasmina es ele-
vado, slendo gue hay una prevaleneia mayor
del zexo lemeninoe en relaelén a los del mas-
culino: de 632 del primero, 370 fueron positi-
vag, lo cual representa un B8,5%; de 541 del
sexo masculino, 274 el 50,56%, fueron positi-
vas.

e) Proehas serolégicas — Se obtuvieron
155 sueros de personas, tanto del sexo mascu-
lino como del femenino, reactoras positivas a
la histopiasmina. La mayoria de estps sueros
fueron obtenidos posteriormente a los 4 dias
siguientes a la aplicacion de la prueba cutd-
nea; en alzunos casos; este periodo se exten-
did hasta un lapso de § meses. Con excepelon
de 20, los demas sueros no formaron bandas
de precipitaclén con ninguno de los meétodos
usados. Los sueros positivos (el 125% del to-
tal), dierom una sola banda de precipitaciin
identificada como banda M.

f} Pacientes sospechosos — En un nifio
de 3 afios de edad gue presentaba estados ca-
tarrales a repeticlon, prueba cutanea negativa
a la tuberculing ¥ una histoplasmina de 12 mm,
se le demostraron miltiples adenopatias cer-
vieales ¥ axilares. Un estudlo radiologico
posterior reveld pequenas imapgenes densas, pa-
rahiliares, bilaterales ¥ con tendencla a la cal-
cificacidn. El estudio seroligico demostrd la
presencia de banda M. Seis meses después, la
banda M se mantenia presente y las iméage-
nes radioldgicas habian disminuido en nime-
ro ¥ densidad. Los estudios de blopsia ganglio-
nar mostraron presencia de granulomas en
los cualezs no se pudo demostrar el hongo, El
cuadro presentado por este paciente fue cata-
logado como una histoplasmosis aguda benig-
Ha.

DISCUSION

Las contribuelones al estudio de las mi-
cozis profundas han sido muy escasas en esta
regiom del Pais. BATTISTINI en 1958 ¢, des-
cribe los primeros cazos autdctonos de para-
coccldioidomicosiz. Encuestas epidemiologicas
con paracoccidioldinga e histoplasmina han si-
do Indicativas de altos indices de reactores po-
sitivos 520 ginembargo, no hemos sabido de ea-
508 clinicos de histoplasmosiz publicados. En-
tretanto, RODRIGUEZ 1, sefiala gque de 747
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Hspecificacién de los reactores positivos en las personas censadas mediante las pruebas cutineas a la histoplasmina, en la localidad de la Paragua, Hstado

CUADRO I

Bolivar, segun los grupos etarios y el sexo.

ctarios sexor | possives | % 9 . % g + %
"0 - 4 270 81 30,00 124 32 25,80 146 49 33,56
s - g 305 155 50,81 163 91 5582 142 64 45,07
10 - 14 188 132 70,21 97 72 14,22 91 60 65,93
5 - 19 98 76 71,55 64 52 81,25 34 24 70,58
20 -~ 24 59 36 61,01 44 28 63,63 15 8 53,33
25 - 29 58 45 17458 41 31 75,60 17 14 82,35
30 - 34 37 a7 12,97 23 17 73,91 14 10 71,42
3 - 39 30 16 53,33 18 6 33,33 12 10 83,33
40y mis 128 76 59,37 58 41 70,68 70 35 50,00
Totales 1.173 644 ol 54,90 632 370 58,54 541 274 50,54
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pruebas cutaneas a la coccidioidina, aplicadas
en el lapso de 1971-1974, a pacientes del servi-
cio de neumonologia, solo el 6,6% fueron po-
sitivas, esto afirma la hipétesis de que las dos
micosis pulmonares mas importantes de la re-
gidn, son aquellas dos primeras.

En nuestro trabajo de campo se demues-
tra que una de cada dos personas de la loca-
lidad estudiada ha tenido contacto con H.
capsulatum; esta relacion tiene igual signifi-
cacién en personas del sexo masculino, como
del femenino, lo que posiblemente ten-
ga por explicacion el hecho de que en
estos nlicleos rurales, los trabajos agri-
colas son efectuados igualmente por per-
sonas de ambos sexos. En uno de cada siete
habitantes, se tomé sangre para pruebas de
inmunodifusién, las muestras fueron obtenidas
posteriormente a las pruebas cutaneas con
histoplasmina, encontrandose en 20 de ellas,
anticuerpos precipitantes identificados como
del tipo M. Este hallazgo se corresponde con
lo referido en algunas publicaciones, en el
sentido de que aproximadamente un 15% de
las personas previamente sensibilizadas con
antigenos de Histoplasma, desarrollan poste-
riormente anticuerpos precipitantes contra
esos mismos antigenos, si estos son usados en
pruebas cutaneas .18, Los reultados que esta-
mos informando proporcionan nuevos datos
sobre la histoplasmosis en la regién.

SUMMARY

Contribution to the study of histoplasmosis

in the State Bolivar, Venezuela. Presenta-

tion of clinical cases, epidemiologic survey,
and serologic data from one locality

Two cases of histoplasmosis are presented.
The first presents a chronie, cavitary, pulmo-
nary form. The second, which occurred in a
child, presents a disseminated formi. This se-
cond case was found through a review of au-
topsy mafterial taken 5 years earlier. An epi-
demiologic survey was subsequently carried
out in the area of La Paragua, State Boli-
var, Venezuela, which was the birthplace of
the disseminated case. The survey consisted
of histoplasmin skin tests in 1,173 persons, soil
studies for fungal isolation, clinical examina-
tions of suspected cases, and serologic studies
of those persons having positive histoplasmin

skin tests utilizing two double immunodiffu-
sion techniques: the method of Ouchterlony
with Nichol’'s modified medium, and micro-
immunodiffusion in agar gel. Of those skin
tested 54.9% were found to react positively to
histoplasmin, and one case of primary be-
nign histoplasmosis was discovered.
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