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Se estudiaron 50 muestras de tierra de cuatro
cuevas de la region de Rio Claro (Antioquia,
Colombia), con el fin de aislar Histoplasma cap-
sulatum en su forma natural; se encontraron
dos muestras positivas (4%) tomadas en sitios
diferentes de la Cueva del Condor. Se descri-
ben los métodos empleados y se discuten
algunas implicaciones de la presencia del hon-
go para las personas que visitan las cuevas.
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| Histoplasma capsulatum, agente causal de

la histoplasmosis, fue aislado por primera
vez a partir del suelo por Emmons en 1949 (1);
desde entonces muchos otros investigadores, en
diferentes lugares del mundo, han informando su
presencia en el suelo de cuevas y de otros sitios
frecuentados por aves y murciélagos, lo mismo que
la ocurrencia de epidemias en personas y animales
expuestos a la inhalacion de las conidias presentes
en el suelo contaminado (2-24). Se ha descrito tam-
bién la infeccién natural en animales, principalmen-
te en diferentes especies de murciélagos asi como
en gatos y perros (3, 4, 25-28). En este estudio se
analizaron muestras de tierra de cuatro cuevas de
la region de Rio Claro (Antioquia, Colombia) con el
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Fig. N°. 1. Mapa de Antioquia donde se muestra el area
de estudio ////

fin de aislar el Histoplasma capsulatum en su habi-
tat natural.

MATERIALES Y METODOS
1. LA REGION

Laregién de Rio Claro estalocalizada en el oriente
de Antioquia (Colombia) a 150 km de Medellin, entre
los municipios de Sonsén, Puerto Triunfo y San Luis.
(Figuras N 1y 2) y comprende un area aproximada
de 2 km?, a unos 40 km del nacimiento del Rio Claro.
Su topografia presenta zonas planas y otras quebra-
das, con profundos cafiones y numerosas cuevas
naturales tapizadas de marmol.

Ecolégicamente, segin Espinal (29), la regién
corresponde a una zona de transicion de bosque
humedo tropical y bosque muy humedo tropical (bh-
t/bmh-t); tiene un promedio anual de lluvias de 3.200
mm, humedad relativa del 80%, temperatura prome-
dio de 24°C y altitud entre 250 y 500 metros snm (30).
Presenta lluvias durante todo el afio, pero el invierno
es mas fuerte de abril a junio; tiene el 27% de
endemismo floristico* considerado alto, y una gran
diferenciacion vegetal con el resto del pais (31).

Los suelos de la regién son de cordillera o sea de
clima célido muy himedo, con relieve entre quebra-
do y muy quebrado; se trata de terrenos no estables,
en evolucion geoldgica constante y entre moderada-

La variedad de la flora de una regién
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mente profundos y superficiales. La erosién es de
ligera a moderada, aunque se presentan sectores
severamente deteriorados (32). Los suelos se usan
en cultivos de cacao, platano, yuca, frijol, malz y
algunos frutales.

La mayor parte de la regién esta cublerta de
bosque primario perturbado y bosque secundario,
que estan siendo destruidos irresponsablemente,
por lo cual tienden a desaparecer rapidamente.

La topografia caracteristica es de colinas con la-
dos verticales pendientes compuestos de marmol. El
rio y las quebradas han socavado las bases de las
colinas dando lugar a grandes cavernas.

La mayorfa de los marmoles de la regién estan
formados por 80% de calcita y el resto es cuarzo,
grafito, feldespato y mica (33); se observan también
rocas carbonatadas muy Impuras (arcillosas, limo-
sas o arenosas).

El estudio se llev6 a cabo en las siguientes cue-
vas: Los Guacharos, El Céndor, El Templo del Tiem-
po y La Danta, que se describen someramente a
continuacién:

Fig. N°. 2. Ubicacién de la zona de investigacion. Muni-
cipios de San Luis y Puerto Triunfo.
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Fig. N°. 3 Cueva del Céndor
—> @ SITIOS DE TOMA DE MUESTRAS

Cueva de El Condor (Figura N2 3)

Se encuentra en la parte norte de la regién. Esta
formada por un tinel de 488 metros de largo, atrave-
sado en toda su extensién por una corriente de agua
que, en épocas de invierno, puede subir hasta mas
o menos 5 metros de altura, arrastrando el sustrato
organico del interior. Consta de una serie de salones
de 30 mits. de altura por 20 mts. de ancho habitados
por numerosos guacharos y murciélagos (Carollia
perspillata, Artibeus vamaicencis, Glossophasa sori-
cina y Trachops cirrhosus). El suelo se encuentra
tapizado por material organico que incluye maderas,
semillas y heces de murciélagos y guacharos for-
mando un piso duro, apto para la supervivencia de
microorganismos, insectos, sapos, babosas y algu-
nas plantas.

La temperatura de la cuevaes de 24 a27°C y la
del agua dentro de la misma de 23 a 25°C. En esta
cueva se tomaron 20 muestras.

Cueva de los Guacharos

Esta ubicada al este de la regién; tiene una longi-
tud de 442 mts. con una entrada de 10 a 15 mts. de
alto por 2 a 3 mts. de ancho; la recorre una corriente
de agua que en algunos lugares forma charcos que
imposibilitan surecorrido y exploracién. En su interior
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se hallan varios salones habitados por murciélagos
y guéacharos; la composicién del suelo es similar a la
de la Cueva de El Céndor. En esta cueva se obtuvie-
ron 10 muestras.

Cueva de La Danta

Esté localizada al norte de la zona y es una de las
mas largas; la corriente que la atraviesa forma char-
cos, a veces profundos, que imposibilitan el transito,
por lo cual hay que recurrir a pasos alternos. Tiene
varios pisos cada uno con salones. El suelo es muy
himedo, con abundante materia organica, de com-
posicién similar a la arriba descrita. En esta cueva se
tomaron 10 muestras.

Cueva de El Templo del Tiempo

Esta situada al este de la regién, a la izquierda del
cafion del Rio Claro; en su interior hay pasajes
erosionados, con estalactitas, y se encuentra habita-
da por murciélagos cuyas heces se mezclan con el
piso que es duro y seco. Es un paso obligado para
los turistas que visitan el refugio ecolégico. En ella
se tomaron 10 muestras.

2. TOMA DE LAS MUESTRAS

Para evitar la contaminacién en las cuevas los
investigadores utilizaban mascarilla, botas y ropa
adecuada. En el interior seleccionaban 5 sitios
diferentes en un metro cuadrado de tierra y reco-
gfan, con cucharas estériles, aproximadamente
100 a 150 gm. de tierra himeda, mezclada con
excretas viejas de guacharos y murciélagos (34);
se tenfa cuidado de no disturbarla, empezando
desde la superficie hasta una profundidad aproxi-
mada de 10 cm; se depositaban las muestras en
frascos estériles de boca ancha con tapa de rosca
que se rotulaban con el nombre de la cueva, la
fecha y el nimero de la muestra y se transportaban
al laboratorio para su proceso rapido.

3. PROCESO DE LAS MUESTRAS

Para demostrar la presencia del H. capsulatum
se empled la inoculacién intraperitoneal en ratones
de 2 a 6 meses de edad, de la tierra previamente
descontaminada; se siguieron las recomendacio-
nes de otros investigadores (10,18,21) con algu-
nas modificaciones en la concentracién de los
antibiéticos. Se emplearon ratones albinos (Mus
musculus).

197



Seis a ocho semanas después de la inoculacién
se sacrificaban los ratones y se les extraian el bazo,
el higadoy los pulmones. Cadauno de estos 6rganos
se dividia en dos porciones para los estudios histo-
légico y microbiolégico respectivamente. La porcion
destinada para los cultivos se dividia finamente con
un bisturi estéril y se sembraba en cajas de petri que
contenian un medio neutro compuesto de 10 gm. de
neopeptona, 10 gm. de dextrosa y 20 gm. de agar,
disueltos en un litro de agua destilada. Para inhibir el
crecimiento bacteriano el medio contenia cloranfeni-
col (0.05 mg/ml), penicilina (20 U/ml) y estreptomici-
na 40 mg/ml); también se utilizaba el agar infusién
de cerebro y corazén (BHI) al 2% (pH 7.4), adicio-
nado de actidiona (0.5 mg/ml) y cloranfenicol (0.5
mg/mi) (35), con el fin de inhibir los mohos saprofitos
y las bacterias. La siembra en cajas tenia por objeto
incrementar las posibilidades de aislamiento al ser
mayor el espacio disponible. Los cultivos se incuba-
ban durante 4 semanas entre 22 y 24°C y se hacia
lectura semanal.

De las colonias sospechosas se preparaban
placas con azul de lactofenol para identificar las
estructuras que permiten la clasificacién del hon-
go. Cuando se observaban macroconidias tubercu-
ladas, la colonia se repicaba en agar BHI al 2% en
tubos, a 379C, para obtener la fase levaduriforme,
confirmando asi el cultivo como Histoplasma cap-
sulatum.

3. ANATOMIA PATOLOGICA

Las porciones de érganos destinadas al estudio
histopatolégico se procesaban por técnicas estan-
dar y los cortes se sometian a la coloracién combi-
nada de Hematoxilina-Eosina Plata-Metenamina
(39) por su ventaja de permitir la observacion si-
multanea de la reaccién tisular y de las estructuras
micéticas.

RESULTADOS

1. CULTIVOS

Dos de las 50 muestras (4%) de tierra, obtenidas
en sitios diferentes de la cueva de El Céndor, fueron
positivas para H. capsulatum (Figura N2 3); tales

sitios son paso obligado de las personas que visitan
la cueva. En algunas muestras se observoé el creci-

198

miento de hongos saprofitos de latierray del ambien-
te, tales como diferentes especies de Penicillium,
Aspergillus flavus y A. fumigatus y levaduras de tipo
Candidadiferentes a C. albicans. Aunque los medios
de cultivo eran apropiados para ello no se obtuvo
crecimiento de otros hongos patégenos como P.
brasiliensis y S. schenckii.

2. ANATOMIA PATOLOGICA

Treinta y un ratones murieron por causas no relacio-
nadas con este estudio; en 7 de los 169 restantes se
observaron cambios compatibles con histoplasmosis;
todos correspondian a las 2 muestras de tierra de la
Cueva de EI Condor que también fueron positivas en
los cultivos; en uno de los 7 se observaron algunas
estructuras levaduriformes compatibles con H. capsu-
latum en los macréfagos de la pulpa roja del bazo, en
las células de Kupffer del higado y en los macréfagos
alveolares del pulmén; en los otros seis se observaron
en los tres 6rganos cambios muy sugestivos de histo-
plasmosis, especialmente en las células de Kupffer. En
todos los casos hubo ausencia de reaccién inflamato-
ria, hallazgo previamente descrito (40).

DISCUSION

El aislamiento de H. capsulatum solamente en el
4% de las muestras se puede explicar por varias
circunstancias previamente descritas que influyen en
la positividad de los cultivos de tierras, a saber: la
cantidad de tierra, el nimero de muestras de cada
cueva, el nimero de unidades infectantes presentes
en una determinada muestra y la competencia de
otros microorganismos presentes en ella. Se ha com-
probado que hay mucha diferencia, ain entre sitios
muy cercanos, en la concentracién de unidades in-
fectantes necesaria para obtener un cultivo positivo;
ello permite pensar en la influencia de diversos fac-
tores propios de la ecologia del H. capsulatum (34)
que pueden dificultar su aislamiento.

Segln las recomendaciones de Ajello (35) se
deben estudiar 25 muestras de tierra por cueva para
tener mayor probabilidad de aislamiento. Por incon-
venientes de diversa indole sélo nos fue posible
estudiar un nimero mas limitado de muestras; nues-
tros resultados permiten plantear la conveniencia, en
trabajos futuros, de concentrar todos los recursos en
el estudio de una sola cueva.
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Es preciso recordar que la region estudiada pre-
senta varias épocas lluviosas al afio; durante ellas
las corrientes que atraviesan las cuevas aumentan
su caudal y las inundan, arrastrando la materia orga-
nica que es rica en unidades infectantes del hongo;
asi lo demostraron Shacklette y Hasenclever (5) al
observar que sélo se puede aislar el H. capsulatum
aproximadamente 3 meses después de que el agua
se haya retirado. Las 2 muestras positivas en este
estudio se recogieron en verano, cuando se acumula
gran cantidad de excretas y materia organica dentro
de las cuevas.

RECOMENDACIONES

Los resultados del presente trabajo permiten ha-
cer las siguientes sugerencias:

1. Informar la posibilidad de contaminacion a la
comunidad en general y a los guias turisticos e
investigadores que trabajan en laregiony frecuentan
estas cuevas; para ello podrian colocarse vallas ilus-
trativas al respecto.

2. Alertar al personal de salud de la zona sobre la
posible aparicién de casos de histoplasmosis.

3. Recomendar a los guias turisticos de la region
el uso de mascarillas, botas y ropa apropiada para
entrar a visitar las cuevas asi como la conveniencia
de no perturbar el ambiente cuando se esta dentro
de ellas.

4, Prohibir la entrada a las cuevas en caso de
presentarse alguna epidemia.

5. Continuar las investigaciones mediante el estu-
dio de un mayor numero de muestras por cueva, para
aumentar la posibilidad de aislar el hongo. Paratales
trabajos tener en cuenta los factores climatolgicos
que influyen en su desarrollo y en las posibilidades
de positividad; igualmente los riesgos de contagio
para los investigadores.
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SUMMARY

ISOLATION OF HISTOPLASMA CAPSULATUM
FROM SOIL SAMPLES OF FOUR CAVES FROM
RIO CLARO REGION, DEPARTMENT OF ANTIO-
QUIA, COLOMBIA

Fifty soll specimens from 4 caves located In the
Rio Claro region of the Department of Antio-
quia, Colombia, were studied In order to
recover Histoplasma capsulatum in its natural
form. Two of the specimens, obtained from dif-
ferent sites of one of the caves, were positive.
The methods employed for cultivation are
described and the implications of the presence
of the fungus for tourists visiting the caves are
discussed.
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