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El frotis por escarificado: utilidad
en el diagnostico de histoplasmosis
diseminada

Scarification smear: Usefulness in the
diagnosis of disseminated histoplasmosis.
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Estimados editores:

La histoplasmosis diseminada-extrapulmonar puede sobrevenir por
reactivacion de focos latentes o primoinfeccién en pacientes inmuno-
deprimidos en quienes las manifestaciones cutdneas ocurren entre el
11y el 21%." Histoplasma spp esta en la lista de patégenos flingicos
prioritarios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), reconocien-
do la importancia para la salud publica, la carga econémica mundial
y poca inversion en investigacién que acrecienta el desconocimiento
existente.?

La técnica de la escarificacion ha demostrado ofrecer ventajas sobre
las muestras invasivas (aspirados, biopsias, hemocultivos) para la ob-
tencion de material suficiente, incluso para ensayos moleculares, con
disminucion de infecciones iatrogénicas.’* Utilizada en el diagnéstico
de leishmaniasis cutanea, es un método poco invasivo, rapido y sencillo
de practicar, que conserva mejor la morfologia del parasito, cuya sensi-
bilidad aumenta al incrementar la cantidad de muestras y llega al 88%
de positividad contra el 59% de la histologia, aunque depende de la
experticia del observador. Se recomienda para confirmar el diagnéstico
en pacientes con biopsia negativa, pero criterio clinico-epidemiolégico
para la enfermedad.®
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Frotis por escarificado: técnica y utilidad

La técnica se ejecuta previa asepsia y antisepsia,
con ayuda de una pinza curva se realiza restric-
cién de la circulacién sanguinea hasta quedar
palida y se obtiene la muestra por escarificacion
de la superficie de la lesién utilizando un bistur{
15 estéril (Figura 1A-C). La compresion de la
lesion lleva a isquemia y a aumento de la linfa
dérmica, lo que puede mejorar el rendimiento de
la prueba. Con el material obtenido en el bisturi
se hace extendido sobre [dmina portaobjeto que
se tine con Giemsa (Figura 1D), y se busca ob-
servar dentro o fuera de macrdfagos las levaduras
de Histoplasma spp (Figura 1E-I), lo que permite
establecer el diagnéstico de histoplasmosis di-
seminada en, aproximadamente, 30 minutos,
favoreciendo el inicio del tratamiento.

La muestra obtenida con la hoja de bisturi tam-
bién se coloca sobre medios de cultivo para
hongos: agar Sabouraud, papa dextrosa, lactri-
mel, Mycosel® y cerebro-corazén y se incuba
a 28 y 37 °C para el aislamiento del patégeno
observandolos cada cinco dias hasta visualizar
el crecimiento de colonias levaduriformes vy
filamentosas (que confirman en el dimorfis-
mo térmico), cuyas caracteristicas fenotipicas
macroscopicas y microscopicas (macro y mi-
croconidios) correspondan con Histoplasma
spp (Figura 2), lo que confirma el diagndstico
micoldgico.

El diagnostico puede complementarse con se-
rologia por inmunodifusién doble, en donde
podrd detectarse la banda h, m (o ambas) de
identidad antigénica contra un control positivo
(comercial o casero estandarizado). La banda h
aparecera mas cerca del orificio de anticuerpo,
mientras que la banda m estard mas cerca del
orificio del antigeno. La banda h aparece en
infeccion temprana, la banda h y m simulta-
neas indican enfermedad activa y la banda m
enfermedad activa o fase de convalecencia. El
resultado definitivo se envia al médico tratante
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para la actualizacién del diagnéstico definitivo
y tratamiento especifico.

Las fotografias se utilizaron con el consentimien-
to informado de los pacientes.

DISCUSION

La histoplasmosis tiene distribucién cosmopo-
lita; se han descrito casos en mas de 60 paises,
probablemente influenciado por las migraciones
humanas, el cambio en los ecosistemas y la
pandemia del SIDA. En América existen zonas
altamente endémicas en Estados Unidos, Pana-
ma, Venezuela, Brasil, Colombia y Argentina."®
En Venezuela la identific6 Humberto Campins
en 1949 y desde esa fecha se ha reportado en
los estados con mayor densidad poblacional
que retnen las condiciones ecoldgicas para el
crecimiento del hongo y es la mas reportada en
pacientes con VIH-SIDA.%7

Las manifestaciones cutaneas, por lo general,
son comunes en la histoplasmosis diseminada-
extrapulmonar en pacientes con VIH-SIDA con
bajas concentraciones de CD4 vy alta viremia,
y pueden semejar leishmaniasis, talaromicosis,
emergomicosis, escrofuloderma vy sifilis, entre
otras enfermedades infecciosas.! Las lesiones
dermatolégicas son polimorfas; pueden ir desde
una macula, papula, placa, nédulo hasta Glceras
necroéticas en la piel y las mucosas (Figura 3). Se
dividen en lesiones causadas por la existencia
del hongo en la piel y las ocasionadas por la
reaccion cutanea atribuibles a la infeccion mi-
cotica sistémica.??

De forma extremadamente rara (0.5%) se han
reportado casos de histoplasmosis cutanea
primaria (hcp), que afecta a individuos con ocu-
paciones en las que pueden manipular el agente
etiolégico: mineros, agricultores, arquedlogos,
recolectores de guano, gedlogos, personal de la-
boratorio y obreros de la construccion. La lesion
inicial es inespecifica y de alivio espontaneo, por
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Figura 1. A. Nédulo. B. Restriccién de la circulacion sanguinea con pinza curva. C. Escarificacion de la super-
ficie con un bisturi 15 estéril. D. Frotis tefiido con Giemsa. E-I. Levaduras de Histoplasma spp dentro y fuera de
macréfagos en frotis tefiido con Giemsa.
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Macro%onidios
caracteristicos
de Histoplasma sp.~

Figura 2. A-B. Muestras cultivadas en agar lactrimel, incubadas a 28 y 37 °C. C-D. Colonias filamentosas y
levaduriformes. E. Macroconidios y microconidios caracteristicos de Histoplasma spp.

lo que suele pasar inadvertida en un individuo
inmunocompetente.'®

El diagnostico temprano es fundamental y el mé-
todo mas sencillo, rdpido, barato y poco invasivo
es la coleccion de muestras de varias lesiones
por escarificado con hoja de bisturi 15, previa
restriccion de la circulaciéon sanguinea con
ayuda de una pinza curva. El material obtenido
se extiende en una ldmina portaobjeto para te-
fiirlo con el colorante de Giemsa y sembrarlo en
medios de cultivo para hongos. El frotis permite

observar rapidamente la levadura de Histoplas-
ma sp dentro o fuera de macréfagos, e iniciar de
manera temprana el tratamiento especifico, a di-
ferencia de otros métodos diagnésticos, como la
histopatologia, cuyo resultado no es perentorio.

El cultivo es el método confirmatorio, pero
tardio: hay que dejar incubando los medios,
incluso, 45 dias a temperatura ambiente (28 °C)
y a 37 °C para evidenciar el dimorfismo, aunque
en ocasiones puede identificarse al hongo antes
de 20 dfas.
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Figura 3. Lesiones polimorfas. A. Macula hemorragica. B. Papula y papulas necréticas. C. Papula necrdtica.
D. Papulas y papula umbilicada. E. Nédulo. F. Papulas y placas eritematosas. G. Placa violacea. H. Ulceras
necréticas en la piel. I. Ulcera necrética en la mucosa.
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En 2017 Sepulveda y colaboradores, con la
secuenciacion de todo el genoma, propusieron
una nueva clasificacion taxonémica del gé-
nero Histoplasma, divididieron a Histoplasma
capsulatum var. capsulatum en cuatro especies
cripticas: H capsulatum sensu stricto (conocida
como linaje Panama o H81), distribuida en Pana-
ma; Histoplasma mississippiense (linaje NAm1),
Histoplasma ohiense (linaje NAm2) e Histoplas-
ma suramericanum (linaje LAmMA), que circula en
Sudamérica, en particular en Venezuela, con una
variedad Histoplasma capsulatum var. duboisii
que se encuentra en Africa."*? La identificacién
definitiva de las especies se hace por técnicas
de biologia molecular, espectrometria de masas
(MALDI-TOF) o ambas.

La sensibilidad del diagnéstico seroldgico puede
variar entre el 38 y el 81% (es especialmente
baja en individuos inmunodeprimidos)."'? La
reclasificaciéon de géneros y especies plantea
la interrogante de la significacion clinica y la
respuesta inmunitaria a los métodos diagndsticos
y la respuesta a los farmacos."* Los estudios ge-
némicos prueban que los aislamientos de hongos
productores de micosis sistémicas en Venezuela
son Histoplasma suramericanum, Paracoccidioi-
des venezuelensis y Coccidioides posadasii'y, en
la actualidad, se evalla la respuesta seroldgica
al uso de antigenos comerciales y especificos de
especie en el diagndstico serologico.®

Ademas de personal experimentado con forma-
cién en micologia, debe sumarse la necesidad
de pruebas diagnosticas especie-especificas,
dotacion de herramientas de biologia molecular
e infraestructura de bioseguridad,' por lo que la
identificacion del agente causal con métodos
clasicos sigue representando una excelente al-
ternativa diagnostica que permite el tratamiento
especifico, mientras se completa la identificacién
genética. Para el diagnéstico de la histoplasmo-
sis cutdnea, la técnica por escarificado de las
lesiones es un método sencillo, rapido, barato
y poco invasivo que puede hacerse, incluso, a
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pie de cama del paciente, que ha demostrado
buen rendimiento diagndstico en pacientes in-
munodeprimidos.**

CONCLUSIONES

Las micosis son cada vez mdas cosmopolitas.
La movilidad poblacional (turismo, trabajo,
negocios), la dinamica migratoria (migraciones,
refugiados), las caracteristicas del esparcimien-
to, las relaciones humanas y la creciente cifra
de personas inmunosuprimidas amerita, y de
inmediato, la integracién del diagnéstico eficaz
y oportuno con las técnicas diagndsticas actua-
lizadas y adaptadas a la realidad de cada centro,
el desarrollo de farmacos eficaces, con menos
efectos adversos y accesibles, asi como la for-
macién de mas profesionales especializados en
las micosis, sus agentes causales y los métodos
diagnosticos.
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