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no Centro-Oeste do Brasil e nos Estados Unidos. 2024. 157 páginas. Tese
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Resumo

A histoplasmose, doença fúngica invasiva e endêmica nas Américas, é

causada pelo fungo termodimórfico Histoplasma sp. A infecção, subclínica ou

assintomática na maioria dos imunocompetentes, apresenta alta taxa de mortalidade

em imunocomprometidos. No Brasil, observa-se alta incidência nas regiões Sul,

Sudeste e Centro-Oeste e é causada majoritariamente pela espécie Histoplasma

suramericanum. Esta micose incorpora a lista de doenças tropicais negligenciadas, e

possui notificação compulsória apenas nos estados de Goiás e Rio de Janeiro. Em

contrapartida, o Distrito Federal, inserido geograficamente em Goiás, apresenta

poucos casos relatados e epidemiologia escassa. Já nos Estados Unidos, a

histoplasmose está concentrada no centro-leste, causada pelas espécies H. ohiense

e H. mississippiense, mas isolados ambientais já foram encontrados em áreas não

endêmicas. Este estudo retrospectivo identificou, entre casos confirmados e

prováveis, 34 casos de histoplasmose entre 1994 e 2022, no Distrito Federal e Goiás.

Análises filogenômicas revelaram H. suramericanum e H. capsulatum LamB como

agentes etiológicos. Uma letalidade de aproximadamente 43% foi observada em

pacientes HIV positivos, incluindo seis casos de coinfecções com outras doenças. Nos

Estados Unidos, o sequenciamento de 62 novos genomas por plataforma Illumina

confirmou que a histoplasmose é causada por duas principais espécies, H. ohiense e

H. mississippiense, com casos esporádicos causados por H. suramericanum na

Califórnia e no Texas. Enquanto H. ohiense prevalece nos estados do leste, H.

mississippiense foi observado predominantemente nas regiões central e oeste dos

Estados Unidos, mas também com sobreposição geográfica em algumas áreas,

sugerindo a possibilidade de co-ocorrência dessas espécies. O Modelamento de

Distribuição de Espécies revelou que H. ohiense prospera em locais com condições

mais quentes e secas, enquanto H. mississippiense é endêmico em áreas com

temperaturas mais baixas e com maior precipitação. Além disso, previmos múltiplas
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áreas de zonas de contato secundário, onde as duas espécies coocorrem, com a

possibilidade de intercâmbio gênico e hibridização. Esses resultados destacam a

incidência e diversidade da histoplasmose em duas áreas endêmicas do continente

Americano, evidenciando a necessidade de maior atenção das autoridades de saúde,

especialmente considerando o aumento de casos de pessoas vivendo com HIV e

relatos de histoplasmose em regiões não tradicionalmente endêmicas. O estudo

retrospectivo e molecular no Distrito Federal contribui para a compreensão local da

epidemiologia, enquanto a análise nos Estados Unidos oferece informações valiosas

sobre a distribuição geográfica das espécies, sendo essenciais para estratégias

preventivas e de controle.  

Palavras-chave: Histoplasma; histoplasmose; epidemiologia molecular; Distrito
Federal, Estados Unidos 
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TENÓRIO, B. G. Molecular Epidemiology of histoplasmosis: a broad overview in
the Midwest of Brazil and the United States. 2024. 157 pages. Thesis (Ph.D. in

Molecular Pathology) – University of Brasília, Brasília, 2024."

Abstract

Histoplasmosis, an invasive fungal disease endemic to the Americas, is caused

by the thermodimorphic fungus Histoplasma sp. The infection, often subclinical or

asymptomatic in most immunocompetent individuals, presents a high mortality rate in

immunocompromised patients. In Brazil, there is a high incidence in the South,

Southeast, and Central-West regions, primarily caused by the species Histoplasma

suramericanum. This mycosis is listed among neglected tropical diseases and is

subject to mandatory reporting only in the states of Goiás and Rio de Janeiro. In

contrast, the Federal District, geographically located within Goiás, reports few cases,

with limited epidemiological data. In the United States, histoplasmosis is concentrated

in the central-eastern region and caused by the species H. ohiense and H.

mississippiense, although environmental isolates have been identified in non-endemic

areas. This retrospective study identified 34 cases of histoplasmosis (confirmed and

probable) between 1994 and 2022 in the Federal District and Goiás. Phylogenomic

analyses revealed H. suramericanum and H. capsulatum LamB as the etiological

agents. A lethality rate of approximately 43% was observed among HIV-positive

patients, including six cases of coinfections with other diseases. In the United States,

the sequencing of 62 new genomes using the Illumina platform confirmed that

histoplasmosis is caused by two primary species, H. ohiense and H. mississippiense,

with sporadic cases caused by H. suramericanum in California and Texas. While H.

ohiense predominates in the eastern states, H. mississippiense is observed primarily

in central and western regions, with some geographical overlap suggesting possible

co-occurrence of these species. Species Distribution Modeling revealed that H.

ohiense thrives in warmer and drier conditions, whereas H. mississippiense is endemic

to cooler areas with higher precipitation. Additionally, multiple zones of secondary

contact were predicted, where both species coexist, suggesting potential genetic

exchange and hybridization. These findings highlight the incidence and diversity of
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histoplasmosis in two endemic areas of the Americas, emphasizing the need for

greater attention from health authorities, particularly given the increasing cases among

people living with HIV and reports of histoplasmosis in traditionally non-endemic

regions. The retrospective and molecular study in the Federal District contributes to

local epidemiological understanding, while the analysis in the United States provides

valuable insights into species' geographic distribution, essential for preventive and

control strategies.

Key-words: Histoplasma, histoplasmosis, molecular epidemiology, Federal
District, United States
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PAM - macrófagos alveolares pulmonares (pulmonary alveolar macrophages)

PAS - periodic acid-Schiff

PCA - Análise de componentes principais (Principal components analysis)

PCM - Paracoccidioidomicose

PCR – Reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)

pH – potencial de Hidrogênio (Hydrogen potential)

PVHA – Pessoa vivendo com HIV/AIDS

qPCR - Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

(Quantitative real-time polymerase chain reaction)

RPM - Rotações por minuto

RJ – Rio de Janeiro

SAB – Sabouraud

SP – São Paulo

SBE - Sociedade Brasileira de Espeleologia

SH – Shimodaira-Hasegawa

SNP - Polimorfismo de nucleotídeo único (Single-nucleotide polymorphism)

SUS - Sistema Único de Saúde

Ta1 - linfócito T auxiliar do tipo 1

Ta2 - linfócito T auxiliar do tipo 2 

Ta17 - linfócito T auxiliar do tipo 17

TARV - tratamento antirretroviral

TGF-β – Fator de crescimento tumoral β (Tumor Growth Factor β)
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TLR - Receptores Toll-like (Toll-like receptors)

TNF-α - Fator de Necrose Tumoral α  

T reg. - linfócito T regulatório

VLA-5 - Very Late Antigen-5
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1. Contexto geral da histoplasmose

1.1 Introdução aos fungos patógenos

1.1.1 O Reino Fungi 

Este reino contém uma estimativa de mais de 4 milhões de espécies

distribuídas globalmente (mais de 10 milhões se considerarmos também as espécies

crípticas) (Janbon et al., 2019; WU et al., 2019). Com indícios de divergência há

aproximadamente 1,35 bilhões de anos, os fungos estão, atualmente, distribuídos em

13 Filos principais: Chytridiomycota, Neo-callimastigomycota, Olpidiomycota

Sanchytriomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,

Mortierellomycota, Glomeromycota, Aphelidiomycota, Rozellomycota, Ascomycota e

Basidiomycota (Naranjo-Ortiz e Gabaldon, 2019; Strassert et al., 2021; Strassert e

Monaghan, 2022). 

A extraordinária variedade morfológica e fisiológica dos fungos é evidente em

suas formas unicelulares, como leveduras, e nas complexas estruturas multicelulares

dos cogumelos (Corbu et al., 2023). Estes podem ser encontrados nos mais diversos

ambientes, aquáticos e terrestres, nas mais extremas temperaturas e são peças

fundamentais para a manutenção do equilíbrio dos ecossistemas em que habitam,

principalmente por sua função de degradação de material orgânico, interações com

plantas, fixação de nitrogênio, biorremediação, dentre outras funções (Choi e Kim,

2017; Strassert e Monaghan, 2022). 

A diversidade genética e metabólica dos fungos também é evidente em sua

capacidade de produzir uma ampla gama de compostos bioativos, incluindo

antibióticos e enzimas industriais, portanto, compreender e preservar a diversidade

dos fungos é essencial para a sustentabilidade dos ecossistemas e oferece

oportunidades significativas para avanços em biotecnologia e medicina (Niego et al.,

2023). Ainda, há uma grande motivação em compreender os fungos de interesse

médico, capazes de infectar e causar doenças em humanos, os chamados fungos

patógenos humanos, pertencentes aos Filos Zigomicetos, Microsporidia, Ascomicetos

e Basidiomicetos (Kohler et al., 2014; Kohler et al., 2017). Estes fungos invasivos são
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responsáveis por diversas doenças fúngicas que afetam mais 6,5 milhões de pessoas

no mundo e causam cerca de 3,8 milhões mortes por ano (Denning, 2024). 

Dentro destes quatro Filos, as doenças fúngicas podem ser agrupadas em

micoses superficiais/de mucosas, como as causadas por dermatófitos (ex.:

Trichophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton spp.), e micoses invasivas,

que geralmente se estabelecem primariamente nos pulmões ou são causadas por

microrganismos da própria microbiota do hospedeiro (Kirkland e Fierer, 2020). Ainda,

podemos separar as micoses sistêmicas em oportunistas, geralmente responsáveis

por acometer indivíduos imunocomprometidos, como a aspergilose, candidíase,

criptococose, mucormicose, pneumocistose e as verdadeiramente patogênicas ou

primárias, que podem infectar indivíduos imunocompetentes e geralmente possuem

alta letalidade entre os indivíduos imunocomprometidos (Rautemaa-Richardson e

Richardson, 2017). 

As micoses primárias são causadas pelos fungos endêmicos, ou seja, que

estão restritos a regiões geográficas específicas (Queiroz-Telles et al., 2017; Sil e

Andrianopoulos, 2014). Este grupo pode ser subdividido em micoses por implantação,

ou seja, de infecção por trauma subcutâneo, como a esporotricose,

cromoblastomicose, Doença de Jorge Lôbo, zigomicose subcutânea e micetoma; e as

sistêmicas, representadas pela blastomicose, coccidioidomicose,

paracoccidioidomicose (PCM), e histoplasmose, sendo esta última, o objeto de estudo

desta pesquisa (Queiroz-Telles et al., 2017; Sil e Andrianopoulos, 2014; Van Dyke et

al., 2019). 

É importante ressaltar que os fungos causadores de doenças em humanos

são negligenciados em termos de gerenciamento de riscos biológicos para catástrofes

globais quando comparados a políticas de preparo à pandemias causadas por vírus e

bactérias enfrentadas previamente (Casadevall, 2017). Embora em humanos as

doenças fúngicas não sejam consideradas como uma grande ameaça, em outros

hospedeiros, os fungos são responsáveis por uma imensa devastação de

ecossistemas, causando danos massivos a plantas, anfíbios, morcegos e répteis

(Casadevall, 2017). 
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Entretanto, o cenário atual com relação a elevada prevalência de fungos

patógenos humanos como a criptococose, aspergilose, candidíase e histoplasmose

em indivíduos imunodeprimidos é alarmante e frente a alterações ambientais,

principalmente climáticas, a emergência de novas espécies a partir da adaptação a

condições extremas pode ser catastrófica (Cachera et al., 2021; Nnadi e Carter, 2021).

Consequentemente, diversos autores ressaltam o papel ambiental como

essencial na emergência de fungos patógenos, e, no caso dos fungos termotolerantes,

podemos citar as alterações climáticas como um fator chave considerando a influência

direta que exerce sobre a temperatura global na superfície terrestre e,

consequentemente, sobre estes microrganismos (Nnadi e Carter, 2021).  Estas

variações climáticas, principalmente as relacionadas ao aquecimento da superfície

global, implicam em seleção natural de espécies termotolerantes e com mecanismos

de adaptação mais refinados e acabam por gerar descendentes mais resistentes e

possivelmente com fatores de virulência mais agressivos (van Rhijn e Bromley, 2021).

1.1.2 Histórico da histoplasmose

Durante a construção do Canal do Panamá em meados de 1905,

trabalhadores eram frequentemente diagnosticados com doenças tropicais, em

específico as infecções por malária e leishmaniose (disponível em:

https://www.cdc.gov/malaria/about/history/panama_canal.html). Em razão disso, um

dos médicos locais, Samuel Taylor Darling, enquanto realizava autópsias destes

trabalhadores buscando por traços de leishmaniose, encontrou peculiaridades nas

mesmas e indagou a possibilidade de uma nova doença que assolara o Canal do

Panamá (Darling, 1906) (Figura 1). 

Darling observou em 3 pacientes distintos uma doença semelhante à

tuberculose, porém que apresentava alguns pontos diferenciais como a grande

infiltração de microrganismos arredondados com formação de granulomas em tecidos

diversos: pulmões, baço, fígado, e medula óssea (Darling, 1906; Darling, 1908;

Darling, 1909). Nesta ocasião, Darling caracterizou a doença como sendo causada

por um protozoário no primeiro artigo de uma série, publicado em 1906. 
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Em 1912, Henrique Da Rocha-Lima observou que o “protozoário” descrito por

Darling era, na verdade, mais próximo dos fungos, devido à identificação de leveduras

similares às de Cryptococcus farciminosus, inicialmente descrito por Rivolta e

Micellone em 1883, e que consequentemente se tornaria o fungo H. capsulatum var.

farciminosum após mudanças na nomenclatura (Rocha-Lima, 1912; Bullen, 1949)

(Figuras 1 e 2). 

Décadas depois, em 1934, Katherine Dodd e Edna Tompkins isolaram com

sucesso o fungo Histoplasma a partir de biópsias, seguido de William De Monbreun

que conseguiu cultivar o fungo em ágar sangue a partir de autópsias de baço (1934),

assim como identificou o primeiro caso de histoplasmose canina (1939) (de Monbreun,

1934; de Monbreun, 1939; Dodd e Tompkins, 1934) (Figura 1). 

Estudos pioneiros como os do Dr. Chester Wilson Emmons e Dr. Libero Ajello

mostraram uma gama de hospedeiros mamíferos passíveis de infecção por

Histoplasma spp., incluindo animais silvestres, animais domésticos e foram os

primeiros a isolar Histoplasma a partir de amostras de ambientais (Ajello e Zeidberg,

1951; Emmons, 1949; Emmons, 1950; Seyedmousavi et al., 2018; Zeidberg et al.,

1952) (Figura 1). 

No Brasil, o primeiro caso de histoplasmose foi relatado em 1939, 34 anos após

o relato de Darling (Almeida e Lacaz, 1939). O primeiro surto foi registrado em 1946,

envolvendo um cão e um humano (Pará, 1946). Desde então, casos isolados e surtos

vêm sendo reportados em diferentes regiões do país, mas ainda não se conhece a

real incidência da histoplasmose em território brasileiro (Almeida et al., 2019) (Figura

1). 
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Figura 1. Pesquisadores que contribuíram diretamente para a história e caracterização do fungo
Histoplasma e da histoplasmose no Brasil e nos Estados Unidos.

Fonte: autoria própria com imagens retiradas do banco de dados do Google Imagens.
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Figura 2 - Morfologia da fase leveduriforme dos fungos Cryptococcus farciminosus (A) e (B),
Histoplasma sp. (C) e células de Leishmania sp. na forma amastigota fagocitadas por um histiócito (D).

Fonte: A e B foram adaptados de Bullen (1949), C foi adaptado de Azar et al. (2020), D foi adaptado de
Torres-Vélez et al. (2022).

1.1.3 Epidemiologia 

1.1.3.1 A histoplasmose no mundo

Seja de origens clínicas ou veterinárias, a histoplasmose já foi reportada em

todos os continentes, com exceção da Antártica, onde foi apenas detectado por

métodos moleculares em fezes de pinguim (Ashraf et al., 2020; Linder e Kauffman,

2019; Moreira et al., 2022). Ashraf e colaboradores compilaram o panorama

epidemiológico estimado dos países afetados pela histoplasmose em escala mundial,

demonstrando uma boa noção da distribuição de casos por continente (Ashraf et al.,

2020). 

Observa-se uma maior incidência da doença em áreas de clima tropical e

subtropical, como nos continentes americanos, porém este cenário vem alterando-se
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à medida que novos casos autóctones são relatados em outras localidades

consideradas não endêmicas (Figura 3). Na América do Sul, a histoplasmose

apresenta-se prevalente em pelo menos 10 países, com destaque no Brasil,

Argentina, Colômbia, Venezuela e Guiana Francesa. Na América do Norte/Central a

maior incidência de casos é reportada nos Estados Unidos da América (EUA), México,

Panamá e Cuba. Além disso, o Canadá, um país considerado não endêmico da

doença por décadas, apresentou novos casos autóctones relatados na província de

Alberta e isolamento ambiental em um galinheiro próximo a uma universidade

canadense (Dingle et al., 2021). 

Na África, a histoplasmose já foi relatada em ao menos 31 países e concentra-

se na África do Sul, Nigéria e Zimbabwe (Oladele et al., 2018). Já na Europa, poucos

casos foram reportados, mas há relatos de isolamento do fungo na Itália, Alemanha,

Turquia, Espanha, Suíça e França, inclusive de animais silvestres (Antinori et al.,

2021; Ashbee et al., 2008). Na Ásia, os casos concentram-se na Índia, China e

Tailândia, sendo reportados casos esporádicos em outros países asiáticos (Goswami

et al., 1999; Lai et al., 2007). Na Oceania, mais especificamente na Austrália, há

relatos de infecções autóctones (McLeod et al., 2011; Ralph et al., 2006). 

Para climas temperados, o coeficiente de incidência de histoplasmose é

estimada em 0.1-1 casos por 100.000 habitantes por ano, 10-100 casos por 100.000

habitantes por ano em trópicos úmidos, e superior a 100 casos em situações de surtos

e grupos de risco (Adenis et al., 2018; Colombo et al., 2011). 
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Figura 3. Epidemiologia mundial estimada da histoplasmose. 

Fonte: adaptado de Ashraf et al. (2020).

A histoplasmose, assim como outras doenças fúngicas sistêmicas, começou

a ganhar notoriedade simultaneamente ao surgimento dos casos de AIDS ao redor do

mundo, em 1980 (Myint et al., 2020). Além disso, essas micoses manifestam-se

clinicamente quando relacionadas a outras comorbidades ligadas a imunossupressão

primária e secundária como transplantes, terapia com imunobiológicos por corticoides

e atualmente são consideradas como doenças definidoras do quadro de AIDS

(Lortholary et al., 2013; Wang et al., 2017).

 A histoplasmose é responsável por grande parte dos óbitos em pacientes

imunocomprometidos em vários países da América Latina, incluindo o Brasil (Cano-

Torres et al., 2019). Ainda, Adenis e colegas mostraram que as taxas de incidência e

mortalidade para a histoplasmose em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) na

América Latina podem ser superiores às da tuberculose (Adenis et al., 2018). 

As fontes mais comuns de infecção por Histoplasma são cavernas, grutas,

construções abandonadas, minas e galinheiros (Benedict e Mody, 2016; Guerra et al.,

2019). Isto ocorre, pois, estes ambientes podem apresentar um grande acúmulo de

fezes de morcegos e aves (matéria orgânica) e condições abióticas apropriadas para
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o desenvolvimento do fungo (temperatura estável, pH, luminosidade e umidade) e

para sua propagação (Taylor et al., 2022). 

Além de correntes de ar, um dos fatores sugeridos por auxiliar na dispersão

do fungo Histoplasma para novos ambientes é justamente a interação com os

hospedeiros mamíferos, em especial os quirópteros, que estão distribuídos por todos

os continentes com exceção da Antártica (Hoff e Bigler, 1981; Kasso e Balakrishnan,

2013; Teixeira et al., 2016). 

A epidemiologia de vários patógenos está diretamente ligada com a ecologia

de mamíferos e, no caso da histoplasmose, estudos descrevem a relação íntima e

longínqua de adaptação que o fungo Histoplasma possui com os morcegos e a

possível dispersão do fungo causada por padrões de migratórios desses mamíferos,

podendo contaminar também o solo de novos ambientes através de fezes

contaminadas (Da Paz et al., 2018; Damasceno et al., 2016). 

Outra maneira de dispersão de fungos patógenos humanos ocorre através de

desastres naturais, considerando o potencial de deslocamento a grande distâncias e

introdução destes a novos ecossistemas, resultando em um grande número de

infecções repentinas e com alta taxa de mortalidade, embora surtos sejam incomuns

nestes casos (Benedict e Park, 2014; Smith e Casadevall, 2022). 

Logo, vários trabalhos descreveram a ocorrência de surtos de histoplasmose

ao redor do mundo (Benedict e Mody, 2016; Cottle et al., 2013; Deepe, 2018; Guerra

et al., 2019; Ohno et al., 2010; Wang et al., 2019). Ainda, um surto pode ser definido

como a infecção de um número de indivíduos acima do esperado a partir de um

mesmo evento de exposição, com espaço e tempo bem definidos (Houlihan e

Whitworth, 2019).

1.1.3.2 Epidemiologia no Brasil

Dados epidemiológicos sobre a histoplasmose são extremamente escassos

na maior parte do país, especialmente nas regiões Norte e Nordeste (Almeida et al.,

2019). Não existem disponíveis na literatura, dados sobre a histoplasmose para quatro

estados da região Norte (Roraima, Rondônia, Acre e Tocantins) e para dois estados
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da região Nordeste (Sergipe e Maranhão), sendo que os três primeiros casos

autóctones nessas regiões só vieram a público em 2009 (Filho et al., 2009). 

As macrorregiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, embora distantes de um perfil

epidemiológico ideal para a histoplasmose, possuem dados mais robustos. Nestas

regiões foram publicados estudos de isolamento do fungo em amostras de solo, casos

isolados e surtos da doença. Além disso, o estado do Goiás (GO) e, recentemente, o

Rio de Janeiro são as únicas unidades federativas em que a histoplasmose é uma

doença de notificação compulsória (Almeida et al., 2019; Guerra et al., 2019). Esta

notificação ocorre devido à alta incidência de casos na região e à gravidade da

infecção, principalmente em pacientes imunocomprometidos e foi instaurada a partir

da Portaria SES-GO nº 004/2013 e Resolução 2485 de 18 de outubro de 2021, pelos

respectivos governos dos estados, englobando também outras micoses endêmicas

(Nascimento e Gomes, 2019). 

Os dados disponíveis em território brasileiro são majoritariamente compostos

por inquéritos epidemiológicos de reação intradérmica à histoplasmina (Colombo et

al., 2011; Londero e Ramos, 1978). Este método indica se o indivíduo já teve em

contato com o patógeno e desenvolveu uma reação imunológica para ele, mesmo que

assintomática ou subclínica (Ferreira e Borges, 2009). 

Entretanto, uma grande desvantagem deste teste envolve reações cruzadas

com outros fungos dimórficos (Blastomyces sp. e Paracoccidioides sp.) e a

impossibilidade de determinar o evento de infecção, ou seja, quando e onde ocorreu

a infecção e, desta maneira, dificulta a identificação de casos autóctones (Raina et al.,

2016). 

Dito isto, a literatura disponibiliza estudos baseados nessa metodologia em

cidades do Alagoas, Pará, Amapá, Piauí, Ceará (CE), Rio Grande do Norte (RN),

Amazonas (AM), Pernambuco (PE), Paraíba (PA), Bahia (BA), Rio de Janeiro (RJ),

São Paulo (SP), Paraná (PR), Santa Catarina (SC), Rio Grande do Sul (RS), Mato

Grosso (MT), GO e no DF (Fava e Netto, 1998).  Para o restante dos estados não

citados, não há dados disponíveis publicamente acerca de inquéritos epidemiológicos

intradermais de reação à histoplasmina (Almeida et al., 2019). 
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No Brasil, Histoplasma sp. já foi isolado do solo na BA (Silva, 1956); SP (Fava

Netto et al., 1967); Minas Gerais (MG) (Araujo, 1970); MT (Moraes e Almeida, 1976);

RS (Severo et al., 1986); RJ (Zancope-Oliveira e Wanke, 1987). 

Com relação ao cenário clínico, Almeida e colaboradores compilaram, em

uma excelente revisão sistemática, os casos publicados de histoplasmose adquiridos

no Brasil entre 1939 e 2018 (Figura 4). Em território brasileiro, o fungo possui ampla

distribuição e já foram relatados casos em todas as macrorregiões. Sudeste, Centro-

Oeste e Sul são as regiões com mais casos reportados desde a identificação do

primeiro caso no Brasil. As maiores incidências de histoplasmose são observadas nos

estados de GO, MG, SP, RJ, CE e RS. A histoplasmose ocorre, majoritariamente, em

zonas rurais, em atividades relacionadas à agricultura e em cavernas com as

condições previamente descritas (Almeida et al., 2019; Guerra et al., 2019). 
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Figura 4. Casos de histoplasmose relatados no Brasil desde a primeira notificação em 1939. Os autores
optaram por registrar na legenda apenas os estados com 1 ou mais casos. 

Fonte: adaptado de Almeida et al. (2019).

 Na literatura, no que tange os artigos científicos de âmbito nacional e

internacional e, desta maneira, principal meio para a comunicação de novos casos da

doença, são escassos os dados epidemiológicos da histoplasmose nas regiões

Nordeste e Norte do Brasil (Fava e Netto, 1998). Entretanto, vale a pena destacar que

o CE possui uma alta incidência da doença, provavelmente devido ao estabelecimento

de um serviço de micologia no hospital universitário da Universidade Federal do

Ceará. 

Ao pesquisar a fundo e extensivamente, é possível encontrar, principalmente

em anais de congressos relacionados à micologia, dermatologia, odontologia e

pneumologia, vários casos de histoplasmose em centros de referência locais. Estes

dados não publicados são de extrema importância para compreender a epidemiologia

da histoplasmose no Brasil e implica no estabelecimento de políticas públicas mais

eficientes para o tratamento de micoses endêmicas nessas regiões.

Apesar de todas estas evidências, até o presente momento, a histoplasmose

ainda não foi enquadrada como uma doença de notificação compulsória nacional, com

exceção dos estados de GO e RJ. Em contrapartida, o DF, com território delimitado

por questões político-administrativas, está geograficamente inserido em GO e,

portanto, possui o mesmo bioma com características climáticas similares. Apesar

disto, apresenta uma baixa incidência da histoplasmose e conta com apenas dois

surtos relatados (Alves et al., 2021; Schmidt et al., 1973). 

Contudo, um estudo metagenômico recente demonstrou a presença de

diversos fungos de interesse agrícola e médico nativos do cerrado no solo da Região

Administrativa de Planaltina-DF, incluindo a identificação de amostras contendo

Histoplasma sp. (Costa et al., 2022). Estes fatos apontam para a potencial existência

de focos da doença no DF e entorno que são desconhecidos pelas autoridades

públicas de saúde, entretanto, a presença destes focos só pode confirmada através

de dados de mortalidade associados à histoplasmose utilizando a ferramenta TabNet,
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do Sistema de Informações de Mortalidade (SIM) provida pelo DATASUS e pelo

Sistema de Informações de Agravos de Notificação (SINAN). 

Por outro lado, o DF apresenta 58 cavernas cadastradas na Sociedade

Brasileira de Espeleologia (SBE). Embora em minoria, o fungo Histoplasma já foi

identificado em amostras de solo de algumas destas cavernas ou outros fungos

patógenos. Além disso, estudos como o de Schmidt et al., 1973 mostram a presença

da histoplasmose no solo de zonas rurais desde a década de 1960 (Schmidt et al.,

1973). Recentemente, em junho de 2017, foi reportado que 28 bombeiros realizavam

um treinamento em uma caverna de Brazlândia-DF, infectaram-se com Histoplasma

sp., através do guano de morcego presente em grande quantidade no local (Alves et

al., 2018).  De acordo com o Boletim Epidemiológico de HIV/Aids (2023), entre 2007

e 2023, 7.741 PVHA são residentes no DF. 

Logo, a identificação e descrição de possíveis focos de histoplasmose são

imprescindíveis para o monitoramento e estabelecimento de medidas de segurança e

saúde pública necessários para controlar a doença e evitar possíveis fatalidades (de

Perio et al., 2021).

1.1.3.3 Epidemiologia nos Estados Unidos

Nos EUA, é amplamente conhecida a alta incidência da histoplasmose em

torno dos Vales dos Rios Ohio e Mississippi, comumente reportada nos estados ao

centro-leste do país (Bahr et al., 2015). A área endêmica foi estabelecida entre 1940

e 1970, por meio de inquéritos epidemiológicos intradérmicos de reação à

histoplasmina em jovens adultos da marinha  (Benedict e Mody, 2016; Manos et al.,

1956). 

Entretanto, estudos recentes indicam que o perfil epidemiológico nos EUA

pode estar equivocado considerando os inúmeros casos reportados fora da zona

endêmica (Benedict et al., 2015). Desde então, pesquisadores buscam atualizar este

mapa com dados mais robustos, baseados em métodos de diagnóstico mais

confiáveis (Ashraf et al., 2020). 
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Apesar dos casos autóctones registrados recorrentemente fora da zona

endêmica, o Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos (U.S.

CDC) declara a histoplasmose como sendo de notificação compulsória apenas em 15

estados, sendo eles: Arkansas, Colorado, Connecticut, Delaware, Illinois, Indiana,

Kansas, Kentucky, Louisiana, Michigan, Minnesota, Nebraska, Pennsylvania, Rhode

Island e Wisconsin (Smith et al., 2022; CDC). 

Deste modo, pesquisadores deste campo incluem a histoplasmose como uma

doença negligenciada nos EUA, levando em consideração a incompletude dos dados

epidemiológicos ainda baseados nos testes intradérmicos realizados há mais de 50

anos; o subdiagnóstico da doença em estados fora da zona endêmica e diretrizes

clínicas desatualizadas para o manejo da histoplasmose (Benedict et al., 2021; Smith

et al., 2022; Mazi et al., 2022). 

Dados atuais reforçam a alta prevalência da histoplasmose em solo norte-

americano, considerada como a micose sistêmica mais comum no país, seguida pela

coccidioidomicose e blastomicose (Mazi et al., 2023). Em um relatório de 2019 foram

identificados 1.124 casos prováveis/confirmados de histoplasmose em estados

endêmicos, reportados pelo Sistema Nacional de Vigilância de Doenças de

Notificação Obrigatória (Smith et al., 2022). 

Além disso, em outro trabalho que incorporou dados de 2007 à 2016, desta

vez baseado em dados do Centers for Medicare & Medicaid Services Chronic

Condition Warehouse, foram identificados quase 80 mil casos de histoplasmose em

indivíduos acima de 65 anos, desta vez, distribuídos em áreas além da zona

endêmica, com alta prevalência no oeste dos EUA (Figura 5).
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Figura 5. Incidência de histoplasmose de 2007 a 2016, acima de 65 anos e beneficiários do Medicare
service por estado.

Fonte: adaptado de Mazi et al. (2023).

Em 2016 foi publicado um artigo de revisão acerca dos surtos e micro

epidemias ocorridos nos EUA, totalizando 108 registros e mostrando que os surtos se

concentravam nos estados ao centro-leste do país, sem indicação de casos ao oeste

(Benedict e Mody, 2016). O primeiro surto foi descrito em 1938, em Plattsburgh, Nova

Iorque, relacionado ao manejo de fezes de pombo (Lehan e Furcolow, 1957). O maior

surto descrito ocorreu em Indianápolis, Indiana, com suspeita de mais de 100.000

envolvidos, onde apenas 435 casos foram reportados (Wheat et al., 1981). 

O primeiro isolamento ambiental do fungo Histoplasma sp. foi realizado entre

1946 e 1948, na Virgínia, EUA, por C. W. Emmons (Emmons, 1949). Desde então,
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isolamentos do fungo em solo ocorreram nos estados de Washington (Emmons,

1961), Maryland (Sorley et al., 1979); Tennessee (Zeidberg et al., 1952). 

Com relação ao isolamento do fungo a partir de animais silvestres, foram

descritas infecções em diversos tipos de mamíferos, diagnosticadas através de

histopatologia e/ou sorologia, incluindo camundongos, ratos, esquilos, marmotas,

guaxinins (Menges et al., 1967); golfinho, foca, cachorro, gato, morcegos (Guillot et

al., 2018). Os casos clínicos foram surgindo ao longo dos surtos em 1940, em recrutas

que apresentavam calcificações pulmonares, mas negativos para tuberculose

(Benedict e Mody, 2016). 

Diversos estudos buscam compreender as características ambientais que

possam explicar a epidemiologia observada para a histoplasmose. De acordo com o

National Centers for Environmental Information, a área endêmica (centro-leste)

propicia a faixa de temperatura adequada para o crescimento da fase saprófita do

fungo Histoplasma sp. pois apresenta as zonas climáticas subtropical e temperada,

caracterizadas por temperaturas mais brandas quando comparadas à região Oeste,

que por sua vez apresenta uma combinação majoritária dos climas montanhoso,

pradaria, desértico, sendo a costa oeste composta também por clima subtropical e

temperado. 

Maiga e colaboradores reuniram características ambientais num modelo de

adequação de sítio para Histoplasma sp. e, baseado no mapa territorial dos EUA,

demonstraram as áreas com maior probabilidade de se encontrar o fungo no ambiente

(Figura 6) (Maiga et al., 2018). Através desta projeção, é possível notar que os estados

ao oeste do país possuem regiões de possível endemicidade para a histoplasmose e

que, inclusive, possuem diversos relatos da doença (CDC, 2013).
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Figura 6. Áreas dos Estados Unidos onde o ambiente é provavelmente adequado para o crescimento
do fungo Histoplasma sp. Áreas com maior índice de adequação (na escala, em vermelho) indicam
áreas com melhores condições ambientais para o fungo Histoplasma. 

Fonte: adaptado de Maiga et al. (2018).

Outros estudos investigaram a incidência real da histoplasmose no país,

considerando os casos fora da zona endêmica. Em um deles, desenvolve-se um

modelamento de ocupação espaço-temporal, incorporando características ambientais

como vegetação, níveis de nitrogênio, elevação e latitude e longitude (Hepler et al.,

2022).

Ainda pouco explorado para o fungo Histoplasma, mas amplamente utilizado

em ecologia e conservação de espécies, o modelamento de nicho ecológico, ou

modelamento de distribuição de espécies é uma abordagem que permite inferir a

probabilidade de ocorrência de uma espécie baseada em dados bioclimáticos e

ambientais para, neste caso, prever a diversidade e distribuição de doenças (Escobar,

2020). Estudos como esse já foram realizados para outros fungos endêmicos, como

Coccidioides spp. (Eulálio et al., 2024; Weaver et al., 2020) e Blastomyces spp.

(Jackson Katrina M. et al., 2021; Reed et al., 2008), ambos endêmicos nos EUA.

Através de características climáticas como pluviosidade, temperatura,

velocidade dos ventos, somados a vegetação da área, condição do solo e uso da
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terra, é possível gerar um modelo computacional que permite prever onde uma

espécie poderia se estabelecer em condições ambientais específicas. Isso é valioso

em áreas onde a presença da espécie não foi confirmada, mas que possuem

condições adequadas. Além disso, é possível prever como as mudanças climáticas

podem afetar a distribuição das espécies ao longo do tempo, discussão relevante no

cenário atual de aquecimento global. O ENM também ajuda a mapear áreas de risco

para a ocorrência dessas espécies e potenciais surtos (Thuiller, 2024); Escobar,

2020).

Dentre os métodos disponíveis para realizar o modelamento, podemos

destacar o método de Máxima Entropia (MaxEnt). Considerado como um dos mais

populares por sua facilidade de uso e performance superior frente a outros modelos,

este método utiliza apenas dados de presença das espécies de interesse associados

a predições ambientais como as mencionadas acima. Com base nessas informações

de presença, o modelo extrai amostras do plano de fundo, contrastantes com as

amostras de presença para definir áreas de pseudo-ausência, ou seja, áreas onde a

espécie não foi relatada, mas pode ocorrer de acordo com a similaridade de

características bioclimáticas (Merow et al., 2013).

1.1.3.4 O “demos” da histoplasmose

Derivado do grego, o termo “epidemiologia” combina os elementos “epi”

(sobre), “demos” (povo) e “logos” (estudo), traduzindo-se como o estudo sobre o povo.

Ao longo do tempo, o termo adquiriu um significado técnico na medicina e saúde

pública, referindo-se ao estudo de padrões, causas e efeitos de doenças e outros

eventos de saúde na população (disponível em: https://archive.cdc.gov). Atualmente,

a epidemiologia tem como objetivos centrais avaliar três dimensões fundamentais:

pessoa, tempo e lugar. 

Características sociodemográficas como idade, sexo, etnia, nível

socioeconômico e educacional, bem como fatores ocupacionais, são fundamentais

para identificar populações em maior risco. Por exemplo, a exposição a ambientes

ricos em material orgânico contaminado, como solos com fezes de morcegos ou aves

e cavernas, é um importante fator de risco para infecções fúngicas como a

https://archive.cdc.gov
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histoplasmose. Trabalhadores rurais, espeleólogos e indivíduos imunocomprometidos

estão entre os principais grupos de risco para a exposição ao fungo Histoplasma

(Rayens et al., 2022).

A literatura aponta predominância de casos em indivíduos do sexo masculino,

especialmente entre pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) ((Armstrong et al.,

2018); ALMEIDA et al., 2019). Estudos retrospectivos e prospectivos situam a faixa

etária predominante entre 18 e 64 anos (Chang et al., 2007; Karimi et al., 2002;

Rayens et al., 2022). Embora dados sobre escolaridade sejam menos frequentes,

pesquisas sugerem que a maioria dos casos ocorre entre indivíduos com apenas

ensino primário ou secundário completo (Castellanos Reynosa et al., 2024; Ramos et

al., 2018). 

Em relação à etnia, um estudo abrangente em estados norte-americanos

(2011-2014) encontrou maior prevalência de histoplasmose entre pessoas de etnia

branca (62,4%) (Armstrong et al. 2018). Estudos similares no sul do Brasil

confirmaram uma predominância de brancos nos casos diagnosticados (Unis et al.,

2004).

Em publicações que incluem o termo “epidemiologia” como tema principal, o

demos é comumente direcionado às PVHA, já que a doença é prevalente nesse grupo.

Isto ocorre devido à natureza oportunista da infecção, que se manifesta mais

facilmente em pessoas com sistema imune comprometido. Além disso, as taxas de

incidência e morbidade são maiores em regiões endêmicas, principalmente em países

subdesenvolvidos, considerando o acesso limitado à diagnósticos e tratamento

adequados (Denning et al., 2024; (Smith et al., 2024)). Um maior número de

hospitalizações também é observado para pessoas de baixa renda, chegando a duas

vezes mais hospitalizações em idosos contratantes do plano de saúde Medicare nos

EUA, quando comparados a planos de saúde privados (Rayens et al., 2022)

Entre PVHA, coinfecções são frequentes e incluem doenças oportunistas como

tuberculose, criptococose e infecção por citomegalovírus (CMV) (Boigues et al., 2018;

Caceres & Valdes, 2019; Gonzales Zamora & Espinoza, 2017). 
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2. Características do fungo Histoplasma e doença

2.1 Taxonomia

Atualmente, o gênero Histoplasma é classificado no Filo Ascomycota, Ordem

Onygenales e Família Onygenaceae/Ajellomycetaceae (Kandemir et al., 2022; Vite-

Garín et al., 2014). Este gênero encontra-se agrupado próximo à outras espécies de

fungos termodimórfico, como Paracoccidioides, Coccidioides, Blastomyces,

Emergomyces (Figura 7).
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Figura 7. Árvore filogenética de gêneros de fungos do Filo Ascomycetos. 

Fonte: adaptado de Kandemir et al. (2022)

Antigamente, acreditava-se que a histoplasmose era causada por 3 espécies

distintas: Histoplasma capsulatum var. capsulatum, variante originalmente descrita

por Darling (1906), Histoplasma capsulatum var. duboisii, responsável pela

histoplasmose africana e descrita em 1960, e Histoplasma capsulatum var.

farciminosum, originalmente descrito como Cryptococcus farciminosus e responsável
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pela infecção de equinos (Bullen, 1949; Moraes, 2022; Schwarz e Baum, 1957;

Vanbreuseghem, 1957). 

Em 1999 houve a primeira tentativa de diferenciação filogenética para além

destas 3 variantes, a partir da análise parcial das sequências de DNA de 4 genes

codificadores de proteínas de 46 isolados geograficamente distintos e, foi proposto a

existência de 6 espécies ao invés de apenas 3 variedades (Kasuga et al., 1999). 

Em 2003, a representatividade de isolados foi ampliada para 137 (45 isolados

de Kasuga et al., 1999 somados a 92 novos isolados) e, através do refinamento das

análises de estrutura populacional e filogenia, pela técnica de Multi-Locus Sequence

Typing (MLST), foi possível identificar 8 clados, ao invés de apenas 6 descritos

anteriormente (Kasuga et al., 2003). 

Anos depois, Teixeira et al., 2016 abordaram esta questão ampliando ainda

mais o número de isolados analisados (n=234), conseguiram identificar pelo menos

17 espécies crípticas, sugerindo 6 novas espécies filogenéticas: LAm A1, LAm A2,

LAm B1, LAm B2, RJ e BAC-1 (Teixeira et al., 2016). Nesta ocasião foi gerada uma

árvore dos eventos de radiação destas mesmas espécies crípticas, demonstrando

uma estimativa de quando estas espécies surgiram (Figura 8).
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Figura 8. Eventos de radiação das espécies crípticas de Histoplasma. 

Fonte: adaptado de Teixeira et al. (2016).

A classificação filogenética mais aceita atualmente sugere que há 5 genótipos

a nível de espécies de Histoplasma: Nam 1 (H. mississippiense), Nam 2 (H. ohiense),

LAm A (H. suramericanum), Panama (H. capsulatum stricto sensu), Africa (Sepulveda

et al., 2017) (Figura 9). Estes estudos foram baseados na comparação genômica e

concordância genealógica em diferentes loci analisados. 
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Figura 9. Árvore filogenética do gênero Histoplasma, mostrando que todas as espécies têm altos níveis
de concordância genômica. Os valores acima de cada ramo mostram o fator de concordância (CF) para
cada nó, e os valores abaixo dos ramos mostram os intervalos de credibilidade bayesiana de 95% para
essa estatística. 

Fonte: adaptado de Sepulveda et al. (2017).
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No Brasil e em outros países da América Latina, a espécie predominante é H.

suramericanum, que engloba diversas espécies crípticas (Figura 10).

Figura 10. Árvore filogenética sem raiz das espécies de Histoplasma. Em destaque estão as linhagens
que compõe o clado H. suramericanum, endêmico no Brasil e em outros países da América Latina.

Fonte: adaptado de (Almeida-Silva et al., 2021).

Na América do Norte, mais especificamente nos EUA, destacam-se as

espécies H. ohiense e H. mississippiense, encontradas ao longo dos vales dos rios

Ohio e Mississippi, respectivamente, e ocorrem em sintopia, embora suas

distribuições ainda não sejam bem definidas (Sepulveda et al., 2017). 

Entretanto, não há uma barreira geográfica evidente que impeça a hibridização

entre as duas espécies, que ocorrem simpatricamente. Inclusive, traços de

introgressão já foram identificados entre 2 isolados, WU24 e G217B, que são os
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genomas de referência para H. mississippiense e H. ohiense, respectivamente

(Maxwell et al., 2018) (Figura 11). 

Figura 11. Um exemplo de introgressão de H. mississippiense para H. ohiense que contém três genes
(HCEG06471, HCEG06472 e HCEG06473) presentes apenas no isolado G217B (H. ohiense). 

Fonte: adaptado de Maxwell et al. (2018)

A África é afetada por espécies do clado Africa (H. capsulatum var. duboisii) e

a América do Sul é majoritariamente afetada por espécies do clado H. suramericanum,

com exceção da Colômbia, em que espécies H. suramericanum e H. capsulatum

sensu stricto ocorrem simpatricamente (Gomez et al., 2019; Rodrigues et al., 2020;

Sahaza et al., 2019; Sepulveda et al., 2017).

A evolução de ferramentas taxonômicas cada vez mais robustas permite a

diferenciação e agrupamento das espécies fúngicas, incluindo Histoplasma, com
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maior precisão dos pontos de vista genômico e fenotípico (Borman e Johnson, 2023).

A biologia molecular possui maior destaque no cenário atual pois permite abordagens

mais complexas e, consequentemente uma análise mais aprofundada dos dados do

fungo estudado (Stengel et al., 2022). 

Logo, o desenvolvimento de metodologias moleculares é de extrema

importância na elucidação de fatores epidemiológicos e genotípicos de

microrganismos patógenos humanos que culminam na expressão de fatores

observáveis, fenotípicos, que podem inclusive variar entre espécies de diferentes

regiões, como resistência a medicamentos, adaptação ao ambiente, mecanismo de

infecção e virulência (Damasceno et al., 2016).

2.2 Ciclo de vida

A fase filamentosa/miceliana do fungo desenvolve-se no solo de ambientes

com alta concentração de fezes de aves e guano de morcego, ricos em compostos

nitrogenados e fósforo, com pH levemente ácido (pH 6,5), com temperaturas amenas,

entre 22°C e 29°C, nas redondezas de cursos d’água ou com precipitação anual na

faixa de 880mm a 1270mm, umidade relativa do acima de 60% (Damasceno et al.,

2019; Gomez, 2011).

Ainda, desenvolvem-se durante esta fase, as estruturas infectivas do fungo,

denominadas de conídios (micro e macroconídios). Estas estruturas são facilmente

suspensas ao ar por distúrbios no solo contaminado e podem ser inaladas, sendo esta,

a principal porta de entrada para a infecção de hospedeiros mamíferos presentes no

local (Sil, 2019) (Figura 12). Apesar de raros, podem ocorrer casos de inoculação

cutânea através de feridas abertas (Guimaraes et al., 2011).

Após a inalação, os propágulos instalam-se nos pulmões e, devido à

temperatura corporal do hospedeiro mamífero, em torno de 37°C, e outras alterações

metabólicas, transitam para a fase parasitária, leveduriforme, estabelecendo assim a

infecção pulmonar primária  (Kauffman, 2007). Em sequência, as leveduras são

transportadas por macrófagos até os linfonodos e podem se disseminar através do
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sistema reticuloendotelial e infectar outros órgãos e sistemas (Ferreira e Borges,

2009) (Figura 12).

Figura 12. Processo de infecção por Histoplasma sp. No ambiente, o fungo habita o solo na forma
saprófita (1) com hifas aéreas. As hifas produzem macroconídios e microconídios (2), esporos que são
aerossolizados e dispersos. Os microconídios são inalados pelos pulmões de um hospedeiro suscetível
(3). A temperatura mais quente dentro do hospedeiro sinaliza uma transformação para uma levedura
oval em brotamento (4). As leveduras são fagocitadas por células imunes e transportadas para os
linfonodos regionais (5). A partir daí, elas viajam pelo sangue para outras partes do corpo (6). 

Fonte: adaptado do Centro de Controle e Prevenção de Doenças.

2.3 Características morfológicas do fungo Histoplasma 

O microrganismo Histoplasma sp. é caracterizado como um fungo

termodimórfico devido à diferenciação morfológica, entre micélio e levedura, em

condições específicas do ambiente e do hospedeiro, respectivamente (Sil e

Andrianopoulos, 2014). 

Durante a fase saprofítica, há o desenvolvimento de hifas hialinas septadas (1

a 2,5 µm de diâmetro) e a partir destas, são produzidas duas estruturas de reprodução

assexual: macroconídios (estruturas arredondadas de 7 a 15 µm de diâmetro) e

microconídios (estruturas piriformes de 2 a 6 µm de diâmetro), sendo estas, além de
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fragmentos das hifas, as estruturas responsáveis pela infecção de hospedeiros

mamíferos (Guimaraes et al., 2011) (Figura 13). 

Além disso, esta fase é evidenciada por células arredondadas ou ovais de 1 a

4 µm de diâmetro envoltas por uma parede celular com espessura de 1/6 do diâmetro

da célula (Darling, 1909; Guimaraes et al., 2011). A fase leveduriforme é caracterizada

por células únicas e nucleadas, de estrutura oval ou arredondada, em brotamento de

aproximadamente 2-5 µm, apresentando tamanho aumentado no caso da espécie H.

duboisii, predominante na África (8-15 µm) (Guimaraes et al., 2011) (Figura 13). 

A parede celular da fase leveduriforme é composta majoritariamente por

sacarídeos (glicose, manose e galactose), uma camada externa de α-1,3-glucano e

manoproteínas, uma camada intermediária composta por glucanos β-1,3 e β-1,6 e

uma camada adjacente à membrana lipídica de quitina fibrilar, enquanto que a parede

da fase miceliana possui maior concentração de sacarídeos e menor densidade de

quitina (Domer, 1971; Valdez et al., 2022). 
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Figura 13. Morfologia das colônias de Histoplasma sp. e suas respectivas microscopias. (A) colônia de
Histoplasma sp. na fase miceliana; (B) estruturas fúngicas da fase miceliana; (C) colônias de
Histoplasma na fase leveduriforme; (D) leveduras intra- e extracelulares de Histoplasma sp. 

Fonte: (A) e (B) foram elaboradas pelo próprio autor, (C) foi adaptado de Sepúlveda et al. (2024), (D)
foi adaptado de Salgado et al. (2016)

2.4 Formas clínicas da histoplasmose

A apresentação clínica da histoplasmose depende, principalmente, de fatores

como a carga fúngica inalada, fatores de virulência da espécie de Histoplasma que

infectou o indivíduo, e eficiência do sistema imune do hospedeiro em realizar o

controle da infecção (Barros et al., 2023). Grande parte dos indivíduos
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imunocompetentes infectados por Histoplasma sp. apresentam a forma assintomática

da doença (90% dos casos) e o sistema imune por si só é suficiente para controlar e

resolver a infecção, porém as leveduras podem entrar em estado de latência e persistir

no interior de granulomas em órgãos viscerais dos hospedeiros (Porta e Maresca,

2000; Wheat et al., 2016). 

Em contraste, indivíduos imunocompetentes que inalarem alta carga fúngica,

podem desenvolver a histoplasmose pulmonar aguda com um quadro clínico

inespecífico e erroneamente diagnosticado como outras doenças pulmonares como a

gripe e a tuberculose, cujos sintomas descritos mais comuns envolvem febre, tosse,

perda de peso, fadiga, dores no corpo, dor de cabeça, calafrios (Kauffman, 2007). Isso

se dá principalmente após a visita de locais com alta deposição de fezes de morcegos

ou pássaros como mencionado anteriormente. Em regiões endêmicas, a

histoplasmose, junto a outras micoses sistêmicas causadas por fungos dimórficos são

responsáveis por até 30% das pneumonias adquiridas na comunidade (Azar et al.,

2020).

A histoplasmose crônica, embora incomum, pode ser causada por uma

evolução da fase aguda, resultado de uma resposta imune ineficiente em eliminar o

patógeno. Nesta fase, podem ser observadas cavitações persistentes nos pulmões,

levando à fibrose pulmonar e consequentemente à insuficiência cardíaca. Esta

apresentação clínica é ainda imprecisamente diagnosticada como tuberculose

pulmonar ou aspergilose pulmonar crônica (Baker et al., 2020). 

No pior dos cenários, quando a resposta imune não é suficiente para eliminar

o fungo, a doença progride para a histoplasmose disseminada, espalhando-se através

da corrente sanguínea e comprometendo outros órgãos e tecidos além dos pulmões

(Barros et al., 2023). A forma disseminada é observada principalmente em pacientes

em estado de imunossupressão como na AIDS (cerca de 95%), cuja contagem de

linfócitos TCD4+ encontra-se abaixo de 200 células/mm3 de sangue; transplantados

ou em tratamento para doenças autoimunes, cujo uso de corticoides é necessário para

evitar uma resposta exacerbada do sistema imune e prejudicial ao paciente

(Kauffman, 2007; Wheat et al., 2000). 
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Além da infecção primária, pacientes imunocomprometidos são passíveis de

reativação por alterações na homeostase do hospedeiro (Lucey et al., 2018). Ainda

não há casos relatados de transmissão zoonótica ou de pessoa-pessoa para a

histoplasmose, entretanto, há casos documentados de transmissão vertical (Carlucci

et al., 2016; Guimarães et al., 2011).

2.5 Imunologia da infecção por Histoplasma

Considerando uma infecção por Histoplasma sp. em um paciente

imunocompetente, os neutrófilos, células dendríticas e, as células-alvo no caso da

histoplasmose, os macrófagos alveolares pulmonares (PAM) não-ativados, são as

primeiras células a interagirem com as leveduras de Histoplasma sp. (Porta e

Maresca, 2000). 

Através do reconhecimento de estruturas fúngicas constituintes da parede

celular (β-glucanos) pelos receptores Toll-like (TLR) e/ou lecitina do tipo C, os

fagócitos são capazes de internalizar as leveduras. A internalização é realizada por

fagocitose ou endocitose através da interação dos receptores CD11/CD18 com a heat

shock protein 60 no caso dos macrófagos, e a Very Late Antigen-5 (VLA-5) com a

ciclofilina A no caso das células dendríticas. O papel das células da imunidade inata é

processar os antígenos a partir das leveduras e transitar até os linfonodos para

apresentá-los aos linfócitos TCD4+ e desencadear a imunidade adaptativa (Ray e

Rappleye, 2019). 

Naturalmente, as leveduras de Histoplasma são capazes de infectar

eficientemente os macrófagos alveolares não-ativados e sobreviver no ambiente

intracelular a partir da modulação deste, tornando as condições favoráveis para o

crescimento do fungo (Boyce and Andrianopoulos, 2015). Para evadir dos

mecanismos de degradação dos fagócitos, adaptaram (e provavelmente continuam

adaptando) seus próprios mecanismos de modulação do ambiente intracelular dos

PAM não-ativados, sendo alguns deles a degradação de espécies reativas de oxigênio

(ROS), regulação do pH fagolisossomal para manter o ambiente ácido (pH 6,0 – 6,5)
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e inativar hidrolases lisossomais e até impedir a fusão entre o fagossomo e o

lisossomo (Brechting e Rappleye, 2019; Eissenberg et al., 1993; Holbrook et al., 2013).

Por outro lado, as leveduras de Histoplasma são pouco adaptadas para lidar

com o ambiente intracelular de células dendríticas, sendo degradadas por hidrolases

lisossomais, e têm o crescimento comprometido por neutrófilos, que possuem apenas

ação fungistática (Ray e Rappleye, 2019). A apresentação de antígenos por células

dendríticas de forma direta através do Major Histocompatibility Complex II (MHC-II) e

de macrófagos apoptóticos através do Major Histocompatibility Complex I (MHC-I) são

responsáveis, respectivamente, pela proliferação da população de linfócitos TCD4+,

sendo que também há um desvio para um padrão de linfócitos T auxiliares do tipo 1

(Ta1) mediada pela presença de Interleucina 12 (IL-12) e de linfócitos TCD8+

(Horwath et al., 2015). 

A resposta à infecção primária por Histoplasma sp. também é marcada pela

diferenciação dos PAM não-ativados em macrófagos com perfil M1, influenciados por

citocinas secretadas por linfócitos TCD4+ ativados (McDermott e Klein, 2018). Apesar

de não possuírem ação tão significante de maneira geral, os linfócitos T auxiliares do

tipo 17 (Ta17) podem ser benéficos durante a infecção primária pois secretam as

citocinas pró-inflamatórias envolvidas, por exemplo, na adesão de leucócitos e

modulação da secreção de outras citocinas como Interleucina 17 (IL-17), Interleucina

6 (IL-6) e granulocyte-macrophage colony-stimulating factors (GM-CSF) (Heung,

2020; Porta e Maresca, 2000). 

Um dos mecanismos de contenção da histoplasmose implica na captação, por

parte de células e proteínas do hospedeiro, de metais essenciais para o crescimento

do fungo Histoplasma, como o ferro e o zinco, levando à baixas disponibilidades e

impedindo a progressão da infecção (Brechting and Rappleye, 2019; Horwath et al.,

2015).

 Seguindo o curso natural da infecção, macrófagos infectados por leveduras

de Histoplasma e um aumento nas concentrações de Interleucinas pró-inflamatórias,

Fator de Necrose Tumoral α (TNF- α), Interferon y (IFN-y) induzido por linfócitos Ta1

coordenam a formação do granuloma enquanto os linfócitos TCD8+ modulam a
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resposta pró-inflamatória para conter eventuais danos aos tecidos do hospedeiro

causados por inflamação exacerbada (Heung, 2020).

Entretanto, nestes granulomas, algumas células podem sobreviver em estado

de latência, assim como ocorre numa infecção por Mycobacterium tuberculosis,

podendo assim funcionar como reservatórios do fungo Histoplasma sp. passíveis de

reativação no caso de uma reinfecção futura ou até em pacientes transplantados

(Guimarães et al., 2011; Horwath et al., 2015; Limaye et al., 2000). 

Após um certo período de infecção primária, a resposta imune do hospedeiro

pode transitar para um perfil de imunossupressão e de reparo tecidual, marcado pelo

desvio de linfócitos Ta1 para T auxiliar do tipo 2 (Ta2) e T regulatório (Treg),

macrófagos M1 para M2, e expressão de citocinas anti-inflamatórias Interleucina 4 (IL-

4), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 33 (IL-33), Tumor Growth Factor β (TGF-β),

consequentemente levando à diminuição da concentração de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IFN-y (Heung, 2020; Horwath et al., 2015).  Caso a

infecção persista na fase pró-inflamatória, a doença passa a ser crônica e o dano

tecidual aumenta, causando fibrose pulmonar e insuficiência respiratória (Baker et al.,

2020).

2.6 Diagnóstico 

O diagnóstico laboratorial de histoplasmose pode ser feito de diversas

maneiras, e a confirmação geralmente ocorre por mais de um método, considerando

que nem todos são conclusivos (Azar e Hage, 2017) (Figura 9). O histórico do paciente

é extremamente importante pois pode fornecer indícios, como a atividade de risco ou

locais visitados, e direcionar a equipe médica a realizar os exames necessários para

um diagnóstico preciso (Govindarajan et al., 2023). Considerando que o pulmão é o

órgão de infecção primária, um dos primeiros exames a serem realizados é a

radiografia de tórax que visa identificar nódulos cálcicos, ainda que não seja o

diagnóstico definitivo, mas sim de direcionamento para exames laboratoriais

subsequentes (Ferreira e Borges, 2009). 
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Em 2008, a Organização Europeia para Pesquisa e Tratamento do Câncer /

Grupo Cooperativo de Infecções Fúngicas Invasivas e Grupo de Estudo de Micoses

do Instituto Nacional de Alergia e Doenças Infecciosas (EORTC/MSG) estabeleceu os

critérios que definem um caso provado e um caso possível para micoses endêmicas,

incluindo a histoplasmose (De Pauw et al., 2008). 

Segundo este documento, um caso provado é definido como um paciente que

contém sintomas compatíveis com a micose endêmica somado ao isolamento do

fungo em cultivo, ou exame histopatológico ou exame direto evidenciando a presença

de leveduras intracelulares em fagócitos de sangue periférico ou macrófagos

teciduais.

Alternativamente, um caso provável assume uma condição associada ao

hospedeiro, como um quadro de imunossupressão por causas diversas, além de

critérios clínicos como acometimento das vias aéreas ou do sistema nervoso central.

A evidência micológica é obtida por testes sorológicos positivos para antígenos de

Histoplasma na urina, sangue ou líquor, indicando alta suspeita da micose endêmica,

mas ainda sendo necessária a comprovação por cultivo ou visualização microscópica.

O caso possível foi desconsiderado devido à inespecificidade do quadro clínico e de

características do hospedeiro.

2.6.1 Clínico-epidemiológico

Além dos sintomas apresentados pelo paciente, o diagnóstico diferencial para

a histoplasmose ocorre, principalmente, a partir de uma boa anamnese. O foco no

histórico do paciente proveniente de uma zona endêmica ou com histórico de viagem

para locais com alta incidência de histoplasmose pode direcionar o diagnóstico de

forma mais efetiva. Consequentemente, esta abordagem possibilita o início imediato

do tratamento preventivo em caso de suspeita de micose sistêmica, sem necessidade

de espera por diagnóstico conclusivo. 

Tomemos como exemplo um indivíduo que visitou uma caverna no estado de

GO há 1 mês. Este relata alta atividade de morcegos e acúmulo de fezes desses

animais pelo trajeto percorrido sem o uso de equipamento de proteção individual
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(EPI), como uso da máscara N95. Além disso, apresenta sintomas como perda de

peso sem alteração na rotina, fadiga, tosse, desconforto no peito, dificuldade para

respirar e febres esporádicas. Ainda, o indivíduo apresentou, há 3 anos, sorologia

positiva para HIV, entretanto, descontinuou o tratamento antiretroviral (TARV) há pelo

menos 1 ano. Com esse histórico, é possível incluir a histoplasmose como possível

causa do quadro clínico deste paciente devido à similaridade de características

apresentadas, tanto ambientais como clínicas.

2.6.2 Diagnóstico microbiológico

Um dos diagnósticos considerados como conclusivo e, atualmente, o padrão

ouro, é o isolamento de Histoplasma sp. a partir do inóculo de amostra de tecido ou

fluido corporal do paciente (ex.: biópsia, lavado broncoalveolar - LBA, escarro) em

determinados meios de cultivo (Kauffman, 2007). Para este fungo, recomenda-se o

cultivo em meio Sabouraud (SAB), Mycosel (MYC) e Brain-heart infusion (BHI) (Xavier

et al., 2009). 

Para este método de diagnóstico, no cultivo da amostra a 25°C observa-se o

crescimento lento da fase miceliana (de 2 a 8 semanas) caracterizada por colônias

brancas, cotonosas e que adquirem um tom amarronzado à medida que envelhecem,

indicando a produção de micro- e macroconídios, e da fase leveduriforme a 35-37°C

em ágar sangue, chocolate e SAB (María e Clara, 2020; Xavier et al., 2009). 

O diagnóstico padrão ouro possui algumas desvantagens: o crescimento do

fungo é bastante lento, necessita de profissionais altamente capacitados e

laboratórios com nível de biossegurança 3 para crescimento da fase miceliana devido

à alta infectividade de seus propágulos (Azar e Hage, 2017) (Figura 14).

2.6.3 Diagnóstico Histopatológico

Outro diagnóstico considerado conclusivo para a histoplasmose é a

histopatologia/visualização direta, através da microscopia ótica, de leveduras, sendo

observáveis células ovaladas de 2-4µm de diâmetro, com gemulação única,

características de quando coradas com Gomori methamine silver (GMS) ou periodic

acid-Schiff (PAS) (Azar e Hage, 2017; María e Clara, 2020) (Figura 14). 
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2.6.4 Diagnóstico Citopatológico

Similar ao diagnóstico histopatológico, o exame citopatológico busca

visualizar leveduras em aspirados de tecidos e fluidos, como o LBA, quando corados

com GMS ou PAS. Este método é considerado invasivo, sua sensibilidade depende

da fase clínica da histoplasmose, atingindo apenas 50% de sensibilidade na fase

aguda, necessitando o auxílio de outro método de detecção para um diagnóstico mais

robusto. Além disso, as leveduras podem ser confundidas com forma amastigotas de

Leishmania sp. (Azar e Hage, 2017) (Figura 14).

2.6.5 Diagnóstico Sorológico

O diagnóstico sorológico é um outro meio complementar para o diagnóstico

da histoplasmose e inclui a detecção de antígenos de Histoplasma spp. em amostras

de soro e urina, podendo ser extrapolada para líquor e LBA, através de métodos como

o enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). 

Existem testes de detecção de antígeno disponíveis no mercado pelas

empresas MiraVista Diagnostics e IMMY, apresentando sensibilidade/especificidade

que oscilam, respectivamente, de 64% a 73% e 99% em indivíduos

imunocompetentes. Para pessoas com HIV/AIDS (PVHA) e na presença da forma

disseminada da doença, as taxas variam de 90% a 100% para sensibilidade e de 32%

a 99% para especificidade (Linder e Kauffman, 2019) (Villareal et al., 2023). Apesar

dos bons resultados, estes testes apresentam reatividade cruzada em indivíduos

acometidos por outras infecções fúngicas, portanto devem ser cautelosamente

avaliados para evitar falsos-positivo. 

Ainda na sorologia, a detecção de anticorpos, através do método de

imunodifusão, é bastante usada em sinergia com outros métodos de diagnóstico pois

possui taxas de sensibilidade/especificidade consideráveis para pacientes com a

histoplasmose pulmonar aguda/subaguda, entretanto, gera resultados

negativos/inconclusivos em pacientes imunocomprometidos devido à baixa resposta

de células da imunidade adaptativa (Falci et al., 2019) (Figura 14). 
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2.6.6 Diagnósticos Moleculares

A detecção por métodos moleculares ganha cada vez mais destaque por sua

rapidez e sensibilidade superiores a outros diagnósticos, principalmente a técnica de

PCR e suas variações (Lopez et al., 2017). O teste convencional pode ser realizado a

partir de uma grande variedade de amostras especificadas nas outras formas de

diagnóstico (Azar and Hage, 2017). A técnica de PCR em tempo real ou PCR

quantitativa (qPCR), por exemplo, é um método recém desenvolvido, mas que já foi

validado para a identificação do fungo Histoplasma em amostras animais e no

ambiente a partir da utilização de um par de primers específico para este fungo, o

hc100 (Lopez et al, 2017; Gómez et al., 2022). 

Desta maneira, a padronização deste método para amostras clínicas será de

extrema importância para o diagnóstico mais rápido e eficiente. Em contrapartida,

alguns centros de referência, como no caso do Laboratório Central de Saúde Pública

do Distrito Federal (LACEN-DF), dispõem do aparelho de espectrometria de massa

denominado como Dessorção/Ionização a Laser Assistida por Matriz – Tempo de Voo

(MALDI-TOF), apresenta um banco de dados extenso referente às proteínas de

diversos microrganismos para um diagnóstico rápido. Entretanto este método

depende do isolamento do patógeno em cultivo. Vale ressaltar que os métodos

moleculares ainda não possuem validação para diagnósticos clínicos em escala

laboratorial (Figura 14).



60

Figura 14. Métodos disponíveis para o diagnóstico da histoplasmose. (a) Preparação histopatológica
mostrando uma levedura de Histoplasma sp. em brotamento [62]. (b) Visualização direta da citologia de
aspiração por agulha fina mostrando leveduras intra e extracelulares de Histoplasma sp. MALDI-ToF
MS: espectrometria de massa por desvio de tempo assistido por matriz a laser/ionização; ID:
identificação (identification); EIA: ensaio imunoenzimático; LFD: dispositivo de fluxo lateral; POC: ponto
de cuidado; qPCR: PCR quantitativo; NGS: sequenciamento de nova geração. *Diagnósticos
implementados no Distrito Federal.

Fonte: adaptado de Buitrago e Valero, (2020).

2.7 Tratamento
Existem disponíveis no mercado, três principais classes de antifúngicos para o

tratamento de micoses sistêmicas: polienos, azóis e equinocandinas (Souza and

Amaral, 2017). O itraconazol é o antifúngico utilizado para casos de histoplasmose

pulmonar aguda ou moderada, com aplicação oral de 200mg/dia num período de 6 a

12 semanas. 

A anfotericina B é usada em casos de histoplasmose pulmonar grave e

disseminada numa concentração de 0,7 a 1 mg/kg/dia, com a ressalva de ser a mais

tóxica dentre os antifúngicos quando na forma de desoxicolato, necessitando a

formulação lipossomal para reduzir os danos aos rins, que também é usada quando

disponível, embora tenha uma custo elevado (Kauffman, 2007; Linder e Kauffman,
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2019; Wheat et al., 2007). Alternativamente, o posaconazol e o voriconazol podem

substituir a anfotericina B em casos graves.

3. Justificativa 

A histoplasmose é uma micose endêmica no Brasil, contando com surtos e

casos autóctones em todas as regiões do país. A alta incidência de casos no Centro-

Oeste brasileiro indica que o Distrito Federal é uma área potencialmente endêmica

para o fungo Histoplasma, mas não há vigilância epidemiológica da doença e nem são

conhecidas as espécies circulantes nesta área. Logo, investigar a epidemiologia

molecular da histoplasmose no DF é essencial para avaliação mais precisa dos riscos

para a saúde pública na região, facilitando a implementação de estratégias de controle

e prevenção, proporcionando, por exemplo a possibilidade de uma resposta rápida a

potenciais surtos.

Por outro lado, algo similar ocorre nos Estados Unidos, que possui um sistema

de vigilância e diagnósticos mais robustos, mas também apresenta falhas na

notificação devido a casos ocorridos fora da zona endêmica proposta. Ainda, a

distribuição geográfica das espécies circulantes em seu território não é clara, assim

como as condições ambientais que proporcionam a ocorrência das mesmas. A

investigação epidemiológica e molecular pode revelar padrões de dispersão fora das

zonas endêmicas conhecidas, contribuindo para uma atualização da zona de

vigilância e políticas de saúde pública.

4. Objetivos

4.1 Objetivo geral
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Explorar os aspectos epidemiológico e molecular da histoplasmose no DF e

entorno e nos EUA, investigando a distribuição das espécies e as características do

nicho ecológico deste fungo no território norte-americano.

4.2 Objetivos específicos

  - Identificar surtos e microepidemias de histoplasmose no Brasil através de

uma revisão narrativa, visando quantidade de surtos ocorridos por estado, quando

estes ocorreram e quais as fontes de exposição mais relatada

- Identificar as características clínicas e epidemiológicas no DF e entorno e

mapear as possíveis áreas de risco desta região.

- Identificar as espécies de Histoplasma circulantes no DF e entorno via

sequenciamento genômico, e estudo de filogenética a partir dos isolados clínicos do

HUB.

- Compreender a epidemiologia genômica e a distribuição geográfica das

espécies de Histoplasma em território norte-americano.

- Realizar a análise de modelamento de distribuição de espécies para os

fungos Histoplasma ohiense e Histoplasma mississippiense e identificar potenciais

áreas de sobreposição.

- Compreender quais as diferenças do diagnóstico da histoplasmose na região

endêmica dos EUA com o que é implementado atualmente no Brasil, buscando formas

de desenvolver uma vigilância epidemiológica desta micose no DF e entorno. 

5. Materiais e Métodos

5.1 Estudo retrospectivo de surtos de histoplasmose no Brasil

Para esta etapa, foi realizada uma revisão de narrativa. As publicações

relacionadas à histoplasmose no Brasil foram obtidas por combinações de palavras-

chave e termos como 'Histoplasma', 'histoplasmose', 'histoplasmose e surtos', 'surto

de histoplasmose no Brasil', 'microepidemias/epidemias e histoplasmose' em bancos
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de dados públicos como o National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Pubmed, Google, Google Scholar, Scielo, Web of Science. 

A busca foi ampliada para incluir dissertações de mestrado e teses de

doutorado disponíveis nos repositórios de universidades brasileiras, bem como anais

de congressos. Foram utilizados termos relacionados à doença, como

"histoplasmose", combinados com nomes de cidades, municípios e estados afetados

em todo o Brasil. Além disso, os campos de busca incluíram o nome dos autores e o

ano de publicação, a fim de garantir uma ampla cobertura de fontes acadêmicas que

abordem a ocorrência de surtos no país. 

As referências citando outros surtos no Brasil também foram consideradas.

Além disso, foram incluídos estudos em qualquer idioma relatando um surto ou uma

microepidemia de histoplasmose no Brasil, envolvendo, num mesmo evento de

exposição, duas ou mais pessoas, ou uma pessoa e um mamífero não-humano, cujo

diagnóstico tenha sido confirmado para a doença. Casos isolados foram excluídos do

estudo. 

As informações relevantes extraídas dos estudos foram: a data do surto (mês

e ano), localização (estado e cidade), coordenadas geográficas, número de

envolvidos, diagnóstico por cultivo ou sorológico, exame radiológico, disseminação e

desfecho da doença (óbito). 

5.2 Georreferenciamento e Cartografia dos surtos de histoplasmose no
Brasil

As coordenadas dos surtos e microepidemias de histoplasmose foram obtidas

por meio do georreferenciamento das cidades de relato, através do centróide dos

estados brasileiros e dos municípios, no caso do RJ, com o intuito de ilustrar a

distribuição de surtos da doença em todo o país de maneira simplificada. Os mapas

foram gerados através do software QGIS versão 3.6.2. 
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5.3 Coleta dos dados clínicos e sociodemográficos de pacientes com
histoplasmose – estudo retrospectivo no Distrito Federal

       Esta etapa é caracterizada como um estudo retrospectivo pois baseia-se na

coleta de dados secundários provenientes de prontuários, realizada nas dependências

do HUB e LACEN-DF. Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa do

HUB e da Faculdade de Medicina, UnB (processo CAAE 68687323.1.0000.5558). 

O estudo retrospectivo foi conduzido no Laboratório de Micologia do Hospital

Universitário de Brasília e nas instalações do Laboratório Central de Saúde Pública do

Distrito Federal (LACEN-DF). Ambos os laboratórios atuam como centros de

referência médica em micologia para o diagnóstico de histoplasmose em todo o

sistema público de saúde do DF. 

Os casos confirmados foram diagnosticados com base no cultivo

microbiológico do fungo em ágar MYC ou SAB. Os casos denominados prováveis,

foram identificados por imunodifusão dupla ou exame direto (Linder e Kauffman,

2019). Recolhemos dados clínicos, epidemiológicos e sociodemográficos de

prontuários médicos físicos e eletrônicos (através do Gerenciador de Ambiente

Laboratorial – GAL, e TrakCare) de casos de histoplasmose no DF e arredores,

abrangendo o período de 1994 a 2022. 

Os dados demográficos e epidemiológicos de interesse incluíram o ano do

diagnóstico, idade, sexo biológico, etnia, endereço residencial, profissão, local e

métodos de diagnóstico, histórico de uso de drogas, sorologia para HIV, contagem de

linfócitos CD4+, apresentação clínica da doença, coinfecções, comorbidades,

detalhes do tratamento (incluindo dose e duração), e registro de óbito (Apêndice 2).

Os locais de residência foram posteriormente utilizados como dados de entrada para

a geração de mapas coropléticos da histoplasmose no DF e em GO, utilizando o

software ArcGIS versão 3.40.

5.4 Recuperação dos isolados clínicos de Histoplasma sp. da micoteca do
Hospital Universitário de Brasília e dos Estados Unidos

 Esta etapa foi realizada em um laboratório de Nível de Biossegurança 3 (BSL3)

no LACEN-DF devido à alta infectividade da fase micelial do fungo Histoplasma. Os
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isolados clínicos (n = 18) da coleção micológica estavam armazenados em

temperatura ambiente no laboratório de micologia do HUB. Para recuperar esses

isolados, utilizamos alças de inoculação estéreis para transferir uma porção das

colônias para dois meios de cultura recém-preparados: ágar SAB (Kasvi) e caldo BHI

(Kasvi). Os repiques foram mantidos em temperatura ambiente no laboratório de

micologia do LACEN-DF por 28 dias. 

Para cada colônia sugestiva de Histoplasma sp. (branca e cotonosa ou marrom

e cotonosa), uma lâmina com azul de lactofenol foi preparada para visualizar as

estruturas fúngicas e garantir que a colônia isolada não fosse um contaminante. As

colônias foram repicadas até o isolamento de uma colônia com biomassa suficiente

de Histoplasma sp. para uma extração eficaz de DNA. Subculturas contaminadas ou

aquelas sem crescimento observável foram autoclavadas e descartadas de acordo

com os padrões de biossegurança (Figura 15). 

Os 62 isolados de Histoplasma sp. dos EUA incluídos neste estudo estavam

armazenados em ultrafreezer a -70°C na coleção micológica do CDC, na Geórgia,

EUA. Dentre eles, os isolados de origem veterinária (n = 16) foram obtidos de animais

domésticos atendidos por demanda espontânea no serviço veterinário do

Departamento de Ciências Clínicas Veterinárias da Universidade Estadual de

Oklahoma, em Stillwater, OK. Os isolados clínicos (n = 29), ambientais (n = 12) e de

animais silvestres (n = 2) foram obtidos em estudos anteriores (Tenório et al., 2024),

muitos dos quais com dados incompletos sobre os locais de coleta. Três amostras têm

origem desconhecida. Todos os isolados foram cultivados em meio BHI a 25°C por 10

dias para a extração do DNA fúngico, sequenciamento, identificação de SNPs e

análises de filogenética e genética de populações (Figura 16).
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Figura 15. Fluxograma do processo de recuperação, extração e análises filogenéticas dos 18 isolados
de Histoplasma sp. da micoteca do Hospital Universitário de Brasília, Brasília-DF. A recuperação dos
isolados foi realizada nos meios Sabouraud e BHI, totalizando 36 amostras. Foram recuperadas apenas
seis amostras viáveis para a extração e, após o sequenciamento destas, os genomas dos isolados do
HUB foram comparados a outros 46 genomas de Histoplasma sp. da literatura para identificação de
SNPs e inferência da filogenia.

Fonte: autoria própria.

Figura 16. Fluxograma do processo de recuperação, extração e análises filogenéticas e de genética 
de populações dos isolados de Histoplasma sp. da micoteca do Center for Control and Diseases 
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Prevention. Para as análises de bioinformática, os genomas dos 62 isolados de Histoplasma sp. do 
CDC foram comparados a outros 31 genomas publicados em outros estudos.

Fonte: autoria própria.

5.5 Extração de DNA dos isolados clínicos de Histoplasma do Distrito
Federal e dos Estados Unidos

Em uma cabine de segurança biológica classe II, 500µg de colônia fúngica

foram transferidos para um tubo de centrífuga utilizando alças de inoculação estéreis.

Estes tubos continham um tampão de lise do kit para extração de DNA PowerSoil

(Qiagen) e esferas de vidro para auxiliar na quebra da parede fúngica. A extração de

DNA de Histoplasma foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante, porém

com modificações na etapa de lise, envolvendo uma etapa de 10 ciclos de 1 minuto a

5.500 rpm no aparelho Precellys 24 touch (Bertin technologies). Ao final do processo,

50µL de DNA puro de cada isolado foram devidamente rotulados e estocados a -20°C.

Para os isolados dos EUA, o DNA genômico foi extraído através do kit DNeasy Blood

and Tissue kit (Qiagen, Gaithersburg, MD). 

5.6 Sequenciamento genômico e genotipagem dos isolados clínicos de
Histoplasma do Distrito Federal e dos Estados Unidos

A integridade dos DNAs extraídos foi verificada por eletroforese em gel de 0,8%

de agarose. A estimativa de quantidade e pureza foi realizada por espectrofotometria

no NanoDrop™ 2000c (ThermoFisher). As bibliotecas de sequenciamento do tipo

paired-end foram preparadas utilizando o kit Kapa Biosystems (Kapa Biosystems,

Woburn, MA), utilizando aproximadamente 1 µg de DNA. O sequenciamento do DNA

foi realizado nos equipamentos Illumina HiSeq 2500 (100 pb, high output, kits v3 ou

v4) e Illumina NextSeq 550 (150pb, high output mode kit v2). 

As reads foram polidas utilizando o Trimmomatic V0.32 (Bolger et al., 2014)

com os seguintes parâmetros: SLIDINGWINDOW:10:30, LEADING:28, TRAILING:28

e MINLEN:80. Essas leituras foram alinhadas à cepa de referência H. mississippiense

NAm1 (AAJI00000000.1) utilizando o pipeline Burrows-Wheeler Aligner (BWA - v

0.7.17 - (Li e Durbin, 2009)). 
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A cobertura genômica foi avaliada usando o script tinycov

(https://github.com/cmdoret/tinycov). As reads processadas de cada cepa foram

remapeadas para seu arquivo .bam correspondente para identificar INDELs e eliminar

segmentos de DNA não mapeados, utilizando os programas RealignerTargetCreator

e IndelRealigner (GATK toolkit v3.3-0 (McKenna et al., 2010)). 

O UnifiedGenotyper foi utilizado para identificar os SNPs, e filtros rigorosos

foram aplicados aos arquivos .vcf com os seguintes parâmetros: QD=2.0,

FS_filter=60.0, MQ_filter=30.0, MQ_Rank_Sum_filter=-12.5,

Read_Pos_Rank_Sum_filter=-8. Os SNPs com baixa cobertura (<10X) ou com

variantes alélicas inferiores a 90%, ou que estavam dentro de regiões duplicadas

(detectadas pela ferramenta NUCmer (Kurtz et al., 2004) na referência foram

excluídos do conjunto de dados final. 

A matriz de SNPs, composta por 93 isolados no grupo de dados dos EUA e 52

no grupo de dados do DF, foi utilizada para análise evolutiva. As árvores filogenéticas

de Máxima Verossimilhança (ML) foram construídas usando o IQ-TREE v2.1.1 (MINH

et al., 2020). O suporte do ramo das árvores foi determinado por meio de bootstrap e

testes de razão de verossimilhança aproximada SH-like (Anisimova e Gsacuel, 2006;

Minh et al., 2013). 

No caso das cepas norte-americanas, a composição populacional foi calculada

por meio de duas abordagens: (i) o fastSTRUCTURE (Raj et al., 2014) foi utilizado

para investigar o número de populações crípticas dentro de H. mississippiense + H.

ohiense ou em H. mississippiense e H. ohiense separadamente; o melhor cenário (k)

de número de populações foi inferido pela maximização dos escores de log-

verossimilhança simulados usando a função choosek.py. (ii) A Análise de

Coordenação Principal (PCA), implementada no pacote R Adegenet v1.3 (Jombart e

Ahmed, 2011), foi utilizada para avaliar a distribuição populacional dos mesmos

conjuntos de dados com base na variação genética distribuída em duas coordenadas,

PC1 e PC2. 

Por fim, estudamos a quantidade de diversidade genética em H.

mississippiense e H. ohiense calculando a diversidade média de nucleotídeos (π)
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dentro das espécies, utilizando o script em Python popgenWindows.py disponível em

https://github.com/simonhmartin/genomics_general. O idiomorfo sexual de cada

isolado foi determinado alinhando os loci MAT1-1 (EF433757) ou MAT1-2 (EF433756)

a cada genoma correspondente do fungo Histoplasma. O teste Qui-Quadrado foi

empregado para avaliar se houve desvio da distribuição esperada de tipo de

acasalamento 50:50. 

5.7 Modelamento da distribuição de espécies H. mississippiense e H.
ohiense nos Estados Unidos

As coordenadas geográficas das cidades/estados das amostras clínicas,

veterinárias e ambientais, disponíveis em registros no CDC-EUA e Sepúlveda et al.,

2017, foram obtidas pelo site latlong.net (disponível em https://www.latlong.net). Para

aumentar a robustez do modelo de nicho, incluímos amostras genotipadas utilizando

um ou múltiplos loci, conforme publicado anteriormente (Balajee et al., 2013; Kasuga

et al., 1999; Kasuga et al., 2003; Sepúlveda et al., 2017; Theodoro et al., 2013),

totalizando 152 entradas. 

Amostras com metadados a nível exato de localização do hospital, clínica

veterinária e/ou amostra ambiental (n=29) foram incluídas como localização de alta

confiança através de uma coordenada geográfica exata no raster do perímetro urbano.

Raster é um formato de dados geoespaciais utilizado para representar informações

geográficas em uma estrutura de grade, onde o espaço é dividido em células ou pixels.

Cada célula contém um valor que representa uma característica do terreno, como

elevação, temperatura, ou outro dado ambiental. Amostras contendo informações a

nível estadual (n=123) foram aleatorizadas para qualquer ponto dentro desse estado

específico usando o Google Earth Engine (Gorelick et al., 2017) por meio da função

randomPoints. 

Amostras sem informações geográficas foram excluídas da análise de

modelamento de distribuição de espécies. As informações de presença geográfica

foram obtidas no centro médico/veterinário onde cada isolado foi coletado, portanto,

isso pode distorcer o modelo por introduzir o viés de ausência do local provável de
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infecção. As variáveis climáticas usadas para prever a distribuição das duas espécies

de Histoplasma foram obtidas do banco de dados WorldClim 2 (Fick and Hijmans,

2017). Esses dados representam médias de 1970 a 2000 de variáveis climáticas

derivadas de medições meteorológicas terrestres. Essas variáveis englobam

temperatura, precipitação e outras condições ambientais ecologicamente

significativas para a ocupação do nicho geográfico como precipitação do trimestre

mais seco, temperatura média do trimestre mais quente, precipitação anual e

temperatura mínima do mês mais frio, temperatura média do trimestre mais frio,

precipitação do trimestre mais frio. 

Para prever a distribuição das duas espécies de Histoplasma, foram calculados

modelos de distribuição de espécies (SDM) separados com base no algoritmo de

Máxima Entropia (MaxEnt) (Phillips et al., 2006). Os modelos de MaxEnt são baseados

em dados geográficos de presença, apenas. Para que o modelo contabilizasse

ausências e áreas onde as presenças não foram consideradas, mas podem ser

possíveis, adicionamos uma amostragem aleatória de 1.000 pontos de fundo a ambos

os modelos. Os cálculos e modelos foram realizados e avaliados utilizando o pacote

R dismo através dos pacotes ‘sf’ (Pebesma, 2018), ‘spatstat’ (Baddeley e Turner,

2005), ‘stars’ (Pebesma e Bivand, 2023) e ‘MASS’ (Venables e Ripley, 2002). 

Modelos de MaxEnt separados foram executados para a distribuição de H.

ohiense e H. mississippiense. Em ambos os modelos, variáveis climáticas foram

avaliadas quanto à colinearidade utilizando o teste de correlação de Spearman para

pares, com um limite de 0,7, seguido de um teste leave-one-out Jackknife entre todas

as variáveis correlacionadas. O desempenho do modelo foi avaliado utilizando a área

sob a curva (AUC) da característica de operação do receptor (ROC). Para detectar

áreas de sobreposição de nicho entre as duas espécies de Histoplasma, as

distribuições previstas foram sobrepostas em um mapa. Foi estabelecido um limite de

probabilidade prevista de 0,75 para examinar as áreas com maior probabilidade de

sobreposição de alta confiança.
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6. Resultados

6.1 Revisão dos surtos de histoplasmose no Brasil

Este estudo já foi publicado em artigo e está disponível no Apêndice 1.

6.2 Estudo retrospectivo da histoplasmose no Distrito Federal e entorno

O estudo retrospectivo identificou 26 casos confirmados e 8 casos prováveis de

histoplasmose no DF e arredores, entre 1994 e 2022. Os relatórios médicos

mostraram que os casos de histoplasmose foram predominantemente diagnosticados

no Hospital Universitário de Brasília (HUB), Hospital de Base do Distrito Federal

(HBDF) e Hospital Regional da Asa Norte (HRAN). Os dados sumarizados do estudo

retrospectivo encontram-se na Tabela 1. A Tabela completa encontra-se no Apêndice

2.

Tabela 1. Dados sumarizados do estudo retrospectivo da histoplasmose no DF e entorno.

M = Masculino, F = Feminino. 

Fonte: prontuários médicos do HUB e LACEN-DF.

Todos os pacientes tinham o sexo biológico registrado, sendo 26 do sexo

masculino e oito do sexo feminino, resultando em uma proporção de 3,25 homens

para cada mulher. A idade média foi de 54 anos (variando de 18 a 90 anos) no

momento do diagnóstico de histoplasmose e o valor de p foi significativo para esta
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variável (p=0.012). Embora limitados, foram coletados históricos de uso de drogas,

com sete fumantes ou ex-fumantes (7/34), cinco usuários de álcool (5/34) e um caso

de uso de substâncias ilícitas, como maconha e cocaína (1/34). Todas essas

informações podem ser visualizadas na Tabela 2 e Apêndice 2. 

A ocupação de 53% dos pacientes estava disponível (18/34), incluindo

agricultores ou ex-trabalhadores rurais (3), carpinteiro/pedreiro (2), ferreiro/pintor (1),

manicure (1), motorista de caminhão (1), cozinheiro (1), estudante (1), entre outros

(Tabela 2). Os pacientes eram provenientes de 11 municípios do Distrito Federal.

Casos de histoplasmose também foram diagnosticados em pacientes residentes em

oito cidades de GO, nas proximidades do DF (Figura 17). Os locais de residência de

quatro pacientes não foram especificados. Além disso, a origem, quando disponível,

foi registrada e incluía cidades dos estados do Maranhão, MG, GO, Espírito Santo,

Paraíba, Piauí, BA, Pernambuco e um caso estrangeiro da Venezuela (Apêndice 2). 
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Tabela 2. Dados sociodemográficos dos pacientes com histoplasmose no Distrito Federal e em 
Goiás de 1994 a 2022.

Variável HIV-Positivo 
N = 231

HIV-Negativo 
N = 31

Nd 
N = 81

p-value2

Sexo Biológico 0.3
    Masculino 19 (83%) 2 (67%) 5 (63%)
    Feminino 4 (17%) 1 (33%) 3 (38%)
Raça >0.9
    Branca 4 (17%) 0 (0%) 2 (25%)
    Pardo 6 (26%) 1 (33%) 1 (13%)
    Nd 13 (57%) 2 (67%) 5 (63%)
Idade 0.012
    0-20 anos 1 (4.3%) 0 (0%) 1 (13%)
    21-40 anos 12 (52%) 1 (33%) 2 (25%)
    41-60 anos 10 (43%) 1 (33%) 1 (13%)
    61-80 anos 0 (0%) 1 (33%) 3 (38%)
    Mais que 80 anos 0 (0%) 0 (0%) 1 (13%)
Tabagista 0.2
    Sim 4 (17%) 0 (0%) 2 (25%)
    Não 8 (35%) 2 (67%) 0 (0%)
    Ex-tabagista 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Nd 10 (43%) 1 (33%) 6 (75%)
Etilista 0.10
    Sim 5 (22%) 0 (0%) 0 (0%)
    Não 7 (30%) 1 (33%) 0 (0%)
    Nd 11 (48%) 2 (67%) 8 (100%)
Entorpecentes 0.5
    Sim 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Não 4 (17%) 1 (33%) 0 (0%)
    Nd 18 (78%) 2 (67%) 8 (100%)
Profissão >0.9
    Administrador 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Agricultor 1 (4.3%) 0 (0%) 1 (13%)
    Aposentado 2 (8.7%) 0 (0%) 1 (13%)
    Caminhoneiro 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Construtor Civíl 1 (4.3%) 1 (33%) 0 (0%)
    Cozinheiro 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Desempregado 1 (4.3%) 0 (0%) 1 (13%)
    Estudante 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Funcionário Público 0 (0%) 0 (0%) 1 (13%)
    Manicure 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Técnico em eletrônica 1 (4.3%) 0 (0%) 0 (0%)
    Vendedor 2 (8.7%) 0 (0%) 0 (0%)
    Nd 10 (43%) 2 (67%) 4 (50%)
Óbito 0.4
    Sim 10 (43%) 0 (0%) 2 (25%)
    Não 8 (35%) 3 (100%) 4 (50%)
    Nd 5 (22%) 0 (0%) 2 (25%)
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1n (%)   2Fisher's exact test
Fonte: autoria própria
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Figura 17. Distribuição geográfica da residência de pacientes com histoplasmose nos municípios do
estado de Goiás (A) e no Distrito Federal (B). Mapa produzido no QGIS v. 3.40.0 com base no mapa do
IBGE. Apenas regiões com 1 ou mais casos estão representadas.

Fonte: autoria própria.

Os diagnósticos foram realizados a partir de amostras de líquido

cefalorraquidiano ou líquor (3/34), sangue (3/34), medula óssea (7/34), lavado

broncoalveolar (4/34), escarro (2/34), biópsia (10/34) (quatro de pele, uma intestinal,

duas hepáticas, uma de pulmão/epiglote, e duas biópsias não especificadas), e soro

(5/34) (Figura 18). Esses achados demonstram que a maioria dos casos de

histoplasmose neste estudo encontravam-se na forma disseminada, extrapulmonar.

Figura 18. Amostras biológicas que possibilitaram o diagnóstico da histoplasmose.

Fonte: autoria própria.

O cultivo foi o método principal para confirmação dos casos de histoplasmose

(22/34), seguido da combinação entre cultivo/exame direto (4/34). Os casos prováveis

foram inferidos a partir da sorologia por imunodifusão radial dupla (5/34) e exame

direto (3/34) (Figura 19)
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Figura 19. Métodos de diagnóstico descritos para identificação dos casos de histoplasmose no HUB e
no LACEN-DF.

Fonte: autoria própria.

Em relação à apresentação clínica da histoplasmose, cinco casos

apresentaram infecção pulmonar aguda, dois casos tinham a forma pulmonar crônica,

19 casos mostraram disseminação, e não foi possível estabelecer uma forma clínica

para sete pacientes. Dois pacientes possuíam histórico de histoplasmose recorrente.

Dez pacientes apresentavam exames radiológicos compatíveis com infecções

pulmonares (Apêndice 2 – observações). 

O diagnóstico positivo para HIV ocorreu em 67% dos indivíduos infectados

(23/34). Entre os 23 casos de HIV positivos identificados neste estudo, 43% evoluíram

para óbito (10/23). A contagem de linfócitos CD4+ estava disponível para 65% dos

casos de HIV positivos (15/23), com 53% dos pacientes apresentando contagem

celular <200 células/mm³ (9/15) (valor de referência em adulto CD4 = 900 a 2900

cél/mm3) (Apêndice 2). 

Em relação às coinfecções, a tuberculose foi relatada em quatro casos, seguida

de quatro casos de candidíase esofágica, dois de leishmaniose visceral, dois por

Mycobacterium avium, um de COVID-19, um de neurotoxoplasmose e um de infecção

por citomegalovírus (Figura 20). Vale ressaltar que todos os casos de coinfecção
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foram diagnosticados em pacientes HIV positivos, exceto por uma coinfecção em um

paciente sem sorologia para HIV. 

Figura 20. Distribuição de coinfecções por resultado da sorologia para HIV. Nota-se que alguns
pacientes estavam coinfectados por mais de um patógeno: um paciente com leishmaniose e candidíase
esofágica, um paciente com neurotoxoplasmose e candidíase esofágica, um paciente com tuberculose
+ citomegalovírus (esofagite) + Candida albicans, e um paciente com candidíase não especificada e
COVID-19. Nd = Não descrito.

Os medicamentos utilizados para o tratamento da histoplasmose foram

itraconazol, fluconazol, anfotericina B, anfotericina B lipossomal e voriconazol, em

associação ou não com a terapia antirretroviral (TARV) nos casos de pacientes com

sorologia positiva para HIV e também com antibióticos para tratamento de

coinfecções, como tuberculose. As doses e tempo de tratamento, embora limitados,

variavam de 100 a 200mg/dia para itraconazol, com apenas um caso de terapia

antifúngica por três anos; 52,9% dos casos não descreveram nenhum tipo de

tratamento antifúngico (18/34). Para os pacientes com HIV/AIDS, a TARV foi

frequentemente relatada, embora na maioria das vezes tenha sido descontinuada ou

atrasada. Dois pacientes falecidos não possuíam nenhuma informação sobre infecção

por HIV (Apêndice 2). 
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6.3 Recuperação de isolados clínicos, sequenciamento genômico e
análises de filogenética

Dos 18 isolados iniciais, apenas seis foram recuperados com sucesso em meio

SAB. A extração de DNA foi bem-sucedida para todos os seis, mas os padrões de

sequenciamento foram alcançados apenas para três isolados. A nomenclatura dos

isolados foi aleatorizada para HCHUB01, HCHUB02 e HCHUB03. Ainda, é importante

ressaltar que não foram localizadas as informações sociodemográficas sobre os

pacientes referentes aos 3 isolados clínicos de Histoplasma. Na árvore filogenética de

Máxima Verossimilhança, os isolados deste estudo estão destacados em letras

vermelhas e revelou-se que os isolados HCHUB01, HCHUB02 agrupavam-se com os

isolados de H. suramericanum, clado Nordeste, enquanto que o HCHUB03 agrupa-se

com isolados do clado Histoplasma sp. LamB (Figura 21).  

Figura 21. Árvore filogenética de isolados de Histoplasma sequenciados na América Latina. Os isolados
deste estudo estão destacados com um asterisco vermelho. Os isolados HCHUB01, HCHUB02
agrupam-se com isolados do Nordeste, enquanto o HCHUB03 está mais próximo dos isolados LAmB1.
A árvore filogenética foi construída usando o Método da Máxima Verossimilhança (ML) com o software
IQ-TREE versão 2.1.1. O suporte dos ramos foi determinado utilizando testes de bootstrap e testes de
razão de verossimilhança aproximada do tipo SH.

Fonte: autoria própria.
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7. Discussão

7.1 Histoplasmose no Distrito Federal e entorno 

O artigo referente a este tema está em preparo e encontra-se no Apêndice 1.

A histoplasmose é uma micose sistêmica distribuída globalmente e de alta

endemicidade nas Américas (Ashraf et al., 2020). No Brasil, parte dos casos relatados

concentram-se na região Centro-Oeste, que detém mais de 400 reportados e inclui o

único estado com notificação compulsória para a doença nesta região, GO (Almeida

et al., 2019). O DF é uma unidade federativa inserida na demarcação territorial do

estado de GO e junto ao seu entorno, espera-se uma incidência elevada da

histoplasmose considerando a quantidade de casos relatados nesse estado. 

O estudo retrospectivo revelou, entre casos confirmados e prováveis, 34 casos

de histoplasmose no DF e entorno em um período de 29 anos (1994-2022). Somados

aos dois surtos envolvendo 28 bombeiros infectados durante o treinamento na

caverna em Brazlândia e aos 14 casos relatados em uma zona rural em 1971, registra-

se, ao todo, 76 casos de histoplasmose no DF e entorno (Alves et al., 2021; Schmidt

et al., 1973). Logo, é possível concluir que o DF e seu entorno são áreas

potencialmente endêmicas de histoplasmose, porém com poucos focos identificados.

Adicionalmente, também é possível que o DF, devido à sua rede de saúde robusta,

seja um local de busca de atendimento médico de qualidade, refletindo em casos

importados de outros estados.

Deste modo, pode-se afirmar que, apesar de o DF e seu entorno serem áreas

potencialmente endêmicas para a histoplasmose, a região enfrenta desafios

relacionados à ausência de notificação e poucos relatos na literatura científica.

Entretanto, este estudo representa um marco significativo, contribuindo com cerca de

50% dos casos relatados da doença até o momento, ampliando de forma expressiva

o conhecimento epidemiológico na região e ressaltando a importância de uma

vigilância epidemiológica e diagnósticos rápidos mais acessíveis.

Além disso, o mapa temático evidencia, de maneira geral, que os casos de

histoplasmose estão distribuídos em todo o DF (Figura 15) e em algumas cidades de
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GO próximas ao DF. Entretanto, para a histoplasmose e outras micoses endêmicas

no geral, o maior problema para ausência de casos deve-se à ausência de vigilância

epidemiológica, como mencionado anteriormente (Queiroz-Telles et al., 2017). 

Ainda, em consulta ao Sistema de Informações sobre Mortalidade (SIM),

através da ferramenta Tabnet Win32 3.3 (disponível em

http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sim/cnv/obt10uf.def), foram encontrados

registros de casos de histoplasmose de 1996 à 2023. O foco, nesta ocasião, foi na

região Centro-Oeste. Estes dados foram obtidos através das variáveis “Unidade da

Federação” na opção “Linha”; “Ano do Óbito” em “Coluna”; e “Óbitos p/ Residência”

em “Conteúdo” e escolha de “B39 Histoplasmose” em “Categoria CID-10” (Tabela 3).

Estes dados mostram que no DF há apenas quatro instâncias em que a histoplasmose

foi definida como a causa de morte. Em contrapartida, o GO demonstra uma

quantidade superior de casos em todos os períodos, embora a notificação compulsória

só tenha sido estabelecida em 2013. 

Tabela 3. Óbitos de histoplasmose no Centro-Oeste obtidos via SIM.

Unidade da Federação 1996-2006 2007-2017 2018-2023 Total
Mato Grosso do Sul 5 6 3 14

Mato Grosso 5 6 1 12
Goiás 18 12 4 34

Distrito Federal 3 0 1 4
Total 31 24 9 64

 Fonte: MS/SVS/CGIAE - Sistema de Informações sobre Mortalidade - SIM

O número de óbitos por histoplasmose no DF observado via SIM é discrepante

quando comparado ao obtido através do estudo retrospectivo. Isso pode ser explicado

porque, na maioria das vezes, a histoplasmose não é indicada como a causa da morte.

Isto é um fato, especialmente para PVHA, onde a causa da morte é comumente

notificada e associada à condição de imunossupressão. Neste aspecto, a literatura

traz a histoplasmose como uma doença mais relacionada com a morbidade (Denning,

2024). 

Em contrapartida, Adenis e colaboradores compararam as taxas de

mortalidade da histoplasmose e da tuberculose em PVHA na América Latina. Os

autores demonstraram que as taxas de mortalidade da micose em questão, inclusive



81

no Brasil, superam as da tuberculose em PVHA (Adenis et al., 2018). Este é um dado

preocupante considerando que a mortalidade em PVHA com histoplasmose não

tratada é próxima de 100%, ao passo que essa porcentagem cai para 30% em

pacientes que recebem terapia antifúngica adequada (Denning, 2024). 

Notavelmente, independente da micose sistêmica que acometa um indivíduo,

a terapia antifúngica abordada baseia-se nas mesmas classes de antifúngicos, azóis

e polienos, com variação de fármacos para determinada fase clínica da doença, doses

e período de tratamento. Entretanto, o sucesso da terapia antifúngica está diretamente

relacionado com o diagnóstico precoce da doença. Considerando que pacientes com

sintomas de infecções agudas pulmonares são inicialmente tratados com antibióticos

e empiricamente tratados com antifúngicos apenas quando não há melhora do quadro

clínico, o número de fatalidades evitáveis aumenta. 

Neste estudo não foi possível avaliar o início dos sintomas relacionados à

histoplasmose pois estes dados não constavam de forma clara nos prontuários

médicos, e podiam ser atribuídos à outras condições e doenças prévias do paciente

no momento do diagnóstico da histoplasmose.

Apesar da lacuna de informações referente ao tratamento, a terapia antifúngica

abordada nos casos aqui descritos é condizente com a literatura, ou seja, para casos

mais graves, o antifúngico de preferência foi a anfotericina B. O itraconazol também

foi utilizado para os casos de doença disseminada, mas provavelmente durante a fase

de manutenção por ser menos tóxica ao paciente, que ocorre após a fase de ataque

com a anfotericina B.

Outro dado importante é que houve três amostras de líquor positivas para o

fungo Histoplasma em cultivo. Isso indica que este patógeno é capaz de causar

infecção no sistema nervoso central e é mais comum em indivíduos

imunocomprometidos, onde geralmente é fatal se não tratada precoce- e

agressivamente (Wheat et al., 2018). Neste estudo, dois desses pacientes eram

soropositivos para HIV, um deles com uma contagem de linfócitos TCD4 de 11

cél/mm3, e todos possuíam a forma disseminada da histoplasmose.



82

Deste modo, é imprescindível para a melhora do diagnóstico e por conseguinte,

da vigilância epidemiológica, a implementação do teste rápido point of care, um teste

de fluxo lateral similar ao teste de gravidez e teste rápido para COVID-19 e que já está

disponível no mercado e é aplicado nas regiões endêmicas dos EUA (Abdallah et al.,

2021).

Por outro lado, o conteúdo informativo disponibilizado pelo Ministério da Saúde

do Brasil sobre a histoplasmose e outras micoses endêmicas ainda é limitado,

especialmente no que se diz respeito a expedição de boletins médicos de forma

rotineira (Ministério da Saúde, 2023, disponível em: https://www.gov.br/saude/pt-

br/assuntos/saude-de-a-a-z/h/histoplasmose). 

Em contraste, nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and

Prevention (CDC) apresenta, de forma acessível e detalhada em seu site oficial,

informações abrangentes sobre a doença, abordando desde o quadro clínico geral até

sintomas, etiologia, tratamento, formas de prevenção e relatos de casos de pacientes

acometidos pela enfermidade (disponível em

https://www.cdc.gov/histoplasmosis/index.html). 

Neste contexto, o Sistema Nacional de Vigilância para Notificação de Doenças

dos EUA, aprovado pelo Conselho de Epidemiologistas Estaduais e Territoriais, define

os critérios para a classificação de casos de histoplasmose no contexto de uma

vigilância padronizada, porém não nacional. Esses critérios são uniformes e utilizados

para estabelecer a definição de um caso para fins de vigilância em saúde pública nos

estados considerados endêmicos para a histoplasmose. O documento, publicado em

2017, especifica os critérios clínicos, laboratoriais, ligação epidemiológica e a

classificação dos casos como prováveis ou confirmados (CDC, 2017).

A implementação de um modelo similar no Brasil, especialmente em regiões

endêmicas ou de busca por atendimento médico de qualidade, poderia melhorar

significativamente a vigilância epidemiológica da histoplasmose. Tal modelo

proporcionaria uma padronização na identificação e notificação de casos, o que

facilitaria a obtenção de dados epidemiológicos mais robustos e permitiria uma

resposta de saúde pública mais eficiente. 

https://www.cdc.gov/histoplasmosis/index.html
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Além disso, seria fundamental adaptar os critérios clínicos e laboratoriais às

especificidades regionais e à capacidade técnica dos laboratórios locais, bem como

fortalecer a capacitação de profissionais de saúde para o diagnóstico precoce e

manejo adequado da doença. A adoção de sistemas integrados de notificação, como

o uso de plataformas digitais e bancos de dados nacionais, também seria crucial para

o monitoramento contínuo da doença e a implementação de medidas de controle e

prevenção.

Do ponto de vista clínico, o protocolo adotado nos EUA é similar ao do Brasil,

com exceção da anamnese e diagnóstico epidemiológico e laboratorial (Figura 22). O

diferencial encontra-se no histórico do paciente, que influencia diretamente no período

entre o diagnóstico da doença e início da terapia antifúngica adequada. As atividades

de risco, histórico de viagens e exames médicos podem levantar precocemente a

suspeita de um caso de histoplasmose e evitar decisões precipitadas. Adicionalmente,

o diagnóstico laboratorial baseia-se em testes sorológicos, métodos mais rápidos que

o isolamento do fungo em cultivo, e não teriam a desvantagem da reação cruzada com

antígenos de Blastomyces, já que esta micose é geograficamente limitada aos EUA.

Neste âmbito, o Ministério da Saúde publicou no ano de 2023, o guia de

Vigilância em Saúde, que aborda as doenças decorrentes do quadro de HIV/AIDS e

inclui as micoses endêmicas (Guia de Vigilância em Saúde, 2023). Neste documento,

há uma abordagem mais completa sobre a histoplasmose e apresenta-se um

algoritmo para o rastreio de histoplasmose em indivíduos com HIV (Figura 23). Este é

o primeiro documento oficial que destaca a importância das micoses na saúde pública

e discorre sobre a vigilância epidemiológica das mesmas de maneira geral, mas que
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indica um caminho tangível.

Figura 22. Fluxograma do diagnóstico da histoplasmose adotado nos EUA (CDC). CAP = Pneumonia
Adquirida na Comunidade. 

Fonte: adaptado de Smith et al. (2023).
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Figura 23. Fluxograma para rastreio de histoplasmose em pessoa vivendo com HIV/Aids (PVHA).

Fonte: adaptado de Guia de Vigilância em Saúde (2023). 

Outro exemplo que poderia ser futuramente adotado em regiões endêmicas do

Brasil, é descrito em Benedict et al., (2020). Neste estudo, avaliou-se a epidemiologia

da histoplasmose entre 2018 e 2019 nos EUA. Seguindo as diretrizes do Sistema

Nacional de Vigilância para Notificação de Doenças, o objetivo do estudo era realizar

uma vigilância de rotina em 9 estados considerados endêmicos, através de entrevistas

com pacientes sobre os seus aspectos clínicos e exposições. Sumariamente,
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observou-se que, dos 301 entrevistados, mais da metade havia sido tratada com

antibacterianos e apenas 15% conhecia a histoplasmose antes do diagnóstico,

indicando que o tratamento empírico foi empregado em mais de 150 indivíduos e

poucos tinham sequer noção sobre a enfermidade que os afetara. Apesar das

limitações de viés indicadas pelos autores, principalmente relacionada à confiabilidade

da recordação dos entrevistados acerca do início dos sintomas e busca por

atendimento, este estudo demonstrou que essa iniciativa de vigilância ajuda a elucidar

fatores de influência na severidade, exposição e conhecimento geral sobre a

histoplasmose na área geográfica proposta. 

Este estudo permite, inclusive, que os inquéritos epidemiológicos sejam

ajustados de acordo com a vivência hospitalar e o contato com os próprios pacientes,

que podem agregar ao estudo através de sugestões e críticas. No DF e redondezas,

estudos similares poderiam ser adotados para aprofundar o conhecimento sobre a

epidemiologia da doença. Com a iniciativa do MS, o esforço poderia ser distribuído

através de uma rede de vigilância sentinela, contemplando colaborações com

instituições públicas como os hospitais regionais e universidades federais e

instituições privadas, como clínicas e faculdades particulares.

Para este modelo de vigilância epidemiológica, os hospitais regionais de

referência para histoplasmose incluídos neste estudo — HUB, HRAN e HBDF, além

do LACEN-DF — seriam responsáveis pela identificação de casos prováveis e

confirmados a partir de amostras provenientes de pacientes atendidos,

prioritariamente, pelo SUS. 

As universidades e instituições privadas, por sua vez, desempenhariam um

papel estratégico ao fornecer suporte técnico e científico a esses hospitais, por meio

de especialistas e tecnologias avançadas, como qPCR e sequenciamento genômico,

que ainda não estão amplamente validados ou disponíveis para diagnóstico clínico em

larga escala. 

Essa integração entre hospitais, universidades e instituições privadas não

apenas fortaleceria a capacidade diagnóstica, especialmente para casos duvidosos

ou de difícil interpretação, como também promoveria a padronização de protocolos e
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a ampliação do conhecimento sobre a doença. Além disso, a parceria possibilitaria um

fluxo mais eficiente de informações e amostras, otimizando o diagnóstico diferencial

em meio a doenças com apresentações clínicas similares. 

A colaboração entre essas entidades também facilitaria a implementação de

novas metodologias e equipamentos, contribuindo para a modernização e a agilidade

da rede de vigilância, ampliando assim a capacidade de resposta à histoplasmose e

outras micoses negligenciadas.

Ainda nessa questão, o Ministério da Saúde já promoveu treinamentos a

profissionais de diversos LACENs para o diagnóstico laboratorial de micoses

endêmicas (disponível em https://bit.ly/3V80SF1). Este fato incorre na possibilidade

de expandir esses treinamentos à outras instituições de saúde públicas e privadas e

garantir a capacitação periódica de outros profissionais, expandindo a rede de

pesquisa. 

Especificamente, as universidades poderiam liderar projetos de pesquisa que

investiguem hotspots de incidência de Histoplasma, mapeando áreas geográficas de

maior exposição e correlacionando-as com dados clínicos e genômicos dos casos

detectados. Este tipo de estudo poderia identificar locais com alta probabilidade de

ocorrência do fungo, além de explorar os fatores ambientais, como temperatura,

umidade e tipo de solo, que favorecem seu crescimento e dispersão.

Ao cruzar dados ambientais com genômicos e clínicos, esses projetos podem

revelar padrões de dispersão do fungo e identificar fatores de risco específicos para

diferentes regiões. A inclusão de mais dados genômicos de isolados clínicos também

permitiria avaliar a diversidade genética das cepas circulantes no DF, o que pode ser

fundamental para entender variações na virulência e na resposta ao tratamento.

O benefício seria observado a longo prazo, reconhecendo aos poucos as

regiões potencialmente endêmicas no DF, implementando políticas públicas de saúde

de vigilância sentinela e reforçando a inclusão de micoses sistêmicas no protocolo de

diagnóstico para PACs. 
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Fora do ambiente hospitalar e acadêmico, a imprensa e as mídias sociais

desempenham um papel crucial na disseminação do conhecimento, especialmente

para o público geral. Por meio de entrevistas com coordenadores de projetos de

pesquisa, médicos e até relatos de pacientes, é possível ampliar a compreensão sobre

a histoplasmose. Essa abordagem, além de sensibilizar a sociedade, pode fortalecer

a criação de políticas públicas de saúde, contando com o apoio popular, e alcançar

profissionais de saúde, preparando-os para lidar com possíveis casos da doença. 

Recentemente, uma reunião em Brasília no dia 04 de outubro de 2024, o MS

em conjunto com gestores, técnicos e servidores dos estados de São Paulo, Paraná

e Mato Grosso do Sul, determinaram o plano piloto para a vigilância de micoses

endêmicas no Brasil. Através de uma ferramenta denominada “Micosis”, já em uso nos

estados mencionados, será possível notificar, solicitar e dispensar antifúngicos

fornecidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS). O uso dessa ferramenta permitirá,

dentre outras vantagens, o monitoramento do perfil epidemiológico das micoses

sistêmicas, incluindo a histoplasmose. O esforço busca ainda elaborar guias e

protocolos de vigilância e manejo clínico, além de programas de treinamento para que

a vigilância das micoses seja implementada em todas as unidades federativas até

2027 (Ministério da Saúde, 2024, disponível em: https://bit.ly/3CP23Dg).

Em 2013 foi implementada em Brasília a Rede de Criptococose Brasil no

Distrito Federal (RCB-DF). A criptococose também é uma micose sistêmica, com alta

morbidade e letalidade em pacientes imunocomprometidos no DF. Este projeto foi um

esforço entre pesquisadores da Universidade de Brasília e Fundação Fiocruz Brasília

que se iniciou através de seminários científicos e discussões locais com o objetivo de

difundir conhecimentos de epidemiologia, biologia do fungo, diagnóstico e tratamento,

além da importância da própria rede no cenário brasileiro atual e futuro. 

A ampla divulgação gerou participação de profissionais da saúde,

pesquisadores e estudantes de universidades locais, laboratórios de saúde pública e

funcionários públicos do RIDE-DF. Esta proposta inicial gerou frutos em pouco tempo,

como a agregação de pesquisadores capacitados, captação de recursos, aprovação

de projetos de pesquisa, melhoria nos serviços de saúde através do compartilhamento
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mais rápido e eficiente dos dados sobre a doença, melhorando a condição,

diagnóstico e tratamento dos pacientes com criptococose no DF. Este é um claro

exemplo a ser seguido para estabelecer, de maneira similar, uma rede para a

histoplasmose no DF (Júnior et al., 2017).  

Por outro lado, a paracoccidioidomicose (PCM), micose endêmica e de alta

incidência no Brasil, possui vigilância epidemiológica nos estados de MT (2015), GO

(2012), MG (2012) e Rondônia (1999) e Paraná (2000) (Millington et al., 2018). De

tempos em tempos, o Ministério da Saúde retoma as pautas relacionadas às micoses

endêmicas. Em 2017, foi estabelecida uma nova versão do Consenso em PCM que

traz, dentre as recomendações, a implementação da notificação compulsória nacional

da doença e de uma rede de informações/banco de dados que contenham

informações clínicas, epidemiológicas e laboratoriais (Millington et al., 2018). 

Inspirada em todos os exemplos mencionados anteriormente, a implementação

de uma vigilância epidemiológica para a histoplasmose no DF e seu entorno é de

extrema importância para a saúde da população local. Este esforço poderia ser

potencializado pela associação de abordagens de epidemiologia molecular. Através

do monitoramento de diferentes cepas circulantes do patógeno, é possível identificar

variações genéticas associadas à maior virulência ou à resistência a tratamentos,

facilitando o ajuste de estratégias terapêuticas e preventivas. A abordagem também

pode melhorar o rastreamento da cadeia de transmissão em surtos, possibilitando a

identificação de fontes de infecção e rotas de disseminação, o que é crucial para

implementar medidas de controle mais eficientes. 

Estudos como o de Benedict et al. (2020) nos Estados Unidos demonstram que

a coleta de dados clínicos e epidemiológicos por meio de entrevistas com pacientes

pode elucidar fatores de exposição e conhecimento da doença, fundamentais para

traçar um perfil epidemiológico robusto e possivelmente delimitar áreas de exposição.

No contexto do DF, tal abordagem poderia ser associada a técnicas de

epidemiologia molecular, que identificariam as cepas circulantes do fungo

Histoplasma e suas variações genéticas, permitindo um monitoramento preciso das

fontes de infecção e padrões de transmissão. Projetos locais, como a Rede de
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Criptococose Brasil (RCB-DF), já mostraram que a colaboração entre universidades e

serviços de saúde pode resultar em melhorias significativas no diagnóstico e

tratamento de micoses sistêmicas. Assim, uma rede para a histoplasmose no DF,

aliada ao uso da ferramenta "Micosis" e a colaboração com instituições acadêmicas,

poderia fortalecer a vigilância epidemiológica de rotina e identificar fatores

moleculares e ambientais que influenciam a dinâmica da doença na região.

Nos últimos anos, o Ministério da Saúde tem dado maior destaque às micoses

endêmicas, refletido em investimentos significativos para a aquisição e

disponibilização de novos antifúngicos no sistema público de saúde (disponível em

https://bit.ly/4fLLIO5). Essas medidas reforçam a necessidade de implementar uma

rede de vigilância epidemiológica para a histoplasmose, com o objetivo de otimizar os

recursos decorrentes dessas iniciativas. 

A implantação do sistema Micosis no DF desempenhará um papel fundamental

nesse contexto. Por meio da vigilância sentinela, será possível agilizar a identificação

de casos de histoplasmose utilizando um fluxograma de triagem específico (Figura

19). Isso permitirá o início imediato do tratamento, evitando gastos desnecessários

com antibióticos e assegurando o acompanhamento médico adequado de cada

paciente. Assim, será possível alcançar o objetivo principal: melhorar a qualidade de

vida dos pacientes, prevenindo a progressão da doença para quadros mais graves,

principalmente em PVHA, e promovendo o uso eficiente dos recursos disponíveis.

Notavelmente, um dos dados mais impactantes do nosso estudo é o fato de

que dentre os 23 casos de HIV positivos identificados neste estudo, 10 evoluíram para

óbito, revelando uma taxa de letalidade de aproximadamente 43%. Esta porcentagem

é alarmante numa região como o DF e entorno considerando os mais de 7.000

infectados por HIV de acordo com o último boletim epidemiológico disponível (Boletim

Epidemiológico HIV/AIDS 2023). 

Além disso, os casos de coinfecção com outros patógenos são diversos, sendo

que 10 deles ocorreram em indivíduos soropositivos para HIV. Destes, quatro

apresentaram contagem de células TCD4 abaixo de 200cél/mm3 e seis óbitos

ocorreram em pacientes coinfectados com Mycobacterium avium (dois pacientes),
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leishmaniose (dois pacientes), tuberculose (um paciente), e tuberculose +

citomegalovírus + Candida albicans (um paciente). Isso demonstra a frequência das

infecções oportunistas em pacientes imunocomprometidos e a letalidade das

mesmas, incluindo a histoplasmose (Figura 20). 

Nesse contexto, é imprescindível que todos os pacientes soropositivos para

HIV com contagem de linfócitos TCD4 abaixo de 200 cél/mm3 sejam testados para

infecções oportunistas, inclusive as fúngicas. Portanto, estudos de epidemiologia

como o aqui descrito, munidos de ferramentas de diagnóstico rápido como o point-of-

care, sejam desenvolvidos para melhorar a compreensão acerca dos fatores

ambientais envolvidos no desenvolvimento do fungo, bem como estabelecer as áreas

de possível infecção, de modo a facilitar e acelerar o diagnóstico correto. Apesar da

alta letalidade em PVHA e alta endemicidade no estado de Goiás, a histoplasmose

ainda apresenta incidência abaixo do esperado no DF (Silva et al., 2017). 

Dentre os vários fatores que podem estar relacionados com essa baixa

incidência no DF, podemos destacar: i) baixa conscientização dos profissionais de

saúde e da população sobre a doença; ii) diagnóstico equivocado, dado o quadro

clínico inespecífico com sintomas comuns a outras PACs e outras doenças definidoras

de AIDS; iii) ausência de vigilância epidemiológica para a histoplasmose e outras

micoses endêmicas; iv) ausência de um protocolo para testagem de infecções

fúngicas em PVHA com CD4 abaixo de 200 células/mm3. 

Vale a pena ressaltar que em PVHA com grave quadro de imunodepressão,

quando se tem suspeita de infecção fúngica, o tratamento com compostos azólicos ou

polienos é implementado de forma empírica devido à gravidade da doença e elevado

risco de morte. Isso porque o diagnóstico micológico pode levar até 6 semanas (Linder

e Kauffman, 2019).  Para tanto, além do isolamento do fungo por cultivo microbiológico

e exame direto, seria ideal a implementação de testes rápidos de diagnóstico

sorológico e de urina na rede pública de saúde, assim como os aplicados nos EUA,

IMMY e MiraVista.

Quanto às limitações deste estudo, os prontuários físicos mais antigos são de

difícil acesso e vários não puderam ser localizados pelo registro providenciado nos
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livros de micologia diferir do anotado no sistema. Ainda, grande parte das informações

dos pacientes, como a anamnese e resultados de exames eram escritos a mão, com

caligrafia de difícil compreensão ou a tinta encontrava-se apagada pelas condições de

armazenamento dos prontuários, dificultando a identificação e extração das

informações de interesse. 

Com relação aos prontuários eletrônicos, vários pacientes não possuíam

histórico completo, omitindo dados sociodemográficos, epidemiológicos e dos exames

laboratoriais. Em relação ao mapa epidemiológico, seria ideal o georreferenciamento

do local mais provável de infecção, entretanto, nos prontuários só consta o local de

residência do paciente, induzindo um viés à pesquisa. Além disso, o mapa temático

(Figura 17) não representa a distribuição geográfica real dos casos, sendo mais

apropriado o desenvolvimento de um mapa de pontos utilizando, por exemplo, o

centróide destes casos. Apesar disso, a epidemiologia da histoplasmose nunca foi

realizada no DF e entorno, logo, este estudo é o primeiro passo para demonstrar, de

maneira simples, os casos da doença nesta área. 

Referente ao método de diagnóstico dos casos encontrados no estudo

retrospectivo, mais especificamente a sorologia e o exame direto, ambos possuem

baixa sensibilidade e a ausência da visualização histopatológica, que na época não

havia sido implementada no HUB, impediu que mais casos pudessem ser

confirmados.

Quanto às análises genômicas dos isolados de Histoplasma do DF, o

sequenciamento não apresentou qualidade satisfatória na metade dos casos, gerando

uma baixa cobertura genômica e, portanto, impedindo uma análise mais robusta dos

dados. Entretanto, foi possível inferir as linhagens monofiléticas para os três isolados

clínicos e definir as espécies de Histoplasma circulantes no DF. 

A partir dessas análises, foi possível observar que dois dos isolados, HCHUB01

e HCHUB02, pertencem à espécie H. suramericanum, agrupados no clado Nordeste,

que, como o nome sugere, é endêmico na região Nordeste do Brasil. Neste caso, duas

hipóteses são plausíveis: i) Esta linhagem genética pode ser endêmica do Centro-

Oeste do Brasil ou ii) Esse caso é importado do Nordeste e a doença manifestou-se
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aqui no DF. Esta última hipótese é apoiada pelo fato de que sete pacientes do nosso

estudo nasceram ou vieram de estados do Nordeste em busca de melhores cuidados

médicos. Quanto ao caso identificado como LamB (HCHUB03): casos de

histoplasmose causados por este genótipo são amplamente distribuídos na América

Latina e já foram identificados em MT e GO (Teixeira et al., 2016). Infelizmente, não

localizamos os registros médicos destas amostras, impossibilitando a confirmação de

alguma das hipóteses.

O estudo de genotipagem de Histoplasma no contexto de saúde pública no DF

é crucial para uma compreensão abrangente da epidemiologia e impacto da

histoplasmose na região. Ao analisar os diferentes genótipos do fungo, podemos

identificar padrões de distribuição geográfica e variações genéticas que podem

influenciar a incidência e a virulência da doença. Isso não apenas permite uma melhor

avaliação do risco de infecção, e aliado aos estudos de epidemiologia, auxilia na

implementação de estratégias de prevenção e controle mais eficazes. 

Além disso, a epidemiologia molecular pode fornecer informações valiosas

sobre a fonte de infecção, os padrões sazonais e fatores ambientais que contribuem

para a propagação do fungo Histoplasma. Esses dados são fundamentais para

orientar políticas de saúde pública, melhorar o diagnóstico precoce e garantir

intervenções adequadas para proteger a população do DF contra os riscos associados

à histoplasmose. Apesar da importância deste estudo, algumas limitações devem ser

consideradas. 

O número reduzido de pacientes e isolados analisados dificulta a realização de

inferências robustas sobre a relação entre os genótipos de Histoplasma e os quadros

clínicos ou epidemiológicos observados. Com um n amostral limitado, é desafiador

estabelecer padrões consistentes de distribuição genotípica e correlacioná-los com a

gravidade da doença ou fatores ambientais. No entanto, a vigilância genômica

contínua pode preencher essas lacunas, ajudando a elucidar como as variações

genéticas do patógeno podem influenciar as manifestações clínicas e o desfecho da

histoplasmose. Isso reforça a necessidade de ampliar os estudos de genotipagem

para uma compreensão mais aprofundada da epidemiologia da doença na região.
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7.2 Histoplasmose nos Estados Unidos (Apêndice 4)

A histoplasmose é endêmica no centro-leste dos EUA e lidera os casos de

infecções fúngicas sistêmicas no país (Mazi et al., 2023). Ainda, os casos autóctones

relatados fora da zona endêmica tornam incompleta a compreensão da epidemiologia

e distribuição ambiental do fungo Histoplasma (Deepe, 2018; Maiga et al., 2018).

Contudo, amostras de solo indicam uma abrangência geográfica além da estabelecida

por testes intradérmicos de reação à histoplasmina há várias décadas (McKinsey and

Pappas, 2020). 

Similar ao Brasil, a histoplasmose pode ser considerada uma doença

negligenciada nos EUA. Autores apontam que essa negligência ocorre pelo próprio

desconhecimento da doença por parte de profissionais de saúde e da população. O

mapa epidemiológico da doença ainda era baseado em estudos da década de 1950.

(Benedict et al., 2021).  Gradativamente, a doença vem ganhando mais destaque,

evidenciado pelo aumento no número de estados em que a doença é notificada

compulsoriamente, atualmente, em 15 estados (CDC).

As mudanças climáticas são um importante fator a ser considerado no âmbito

de micoses endêmicas, considerando a capacidade de adaptação do fungo a

ambientes mais quentes. Este fato também é considerado no caso da histoplasmose

(Benedict et al., 2021). As mudanças climáticas afetam não só o próprio fungo, mas

também os seus hospedeiros, que são forçados a se deslocar para novas regiões e

podem carregar os esporos, como no caso dos morcegos (Taylor et al., 2022). Estas

alterações ambientais podem levar a um aumento da virulência do fungo devido à

adaptação a condições adversas, como temperatura elevada e exposição a luz (Rhijn

e Bromley, 2021).

Nossos isolados ambientais sugerem que há ambientes propícios para ambas

espécies, H. ohiense e H. mississippiense, em regiões dos EUA consideradas não

endêmicas, incluindo variações de temperatura entre -18°C a 37°C (Moreira et al.,

2022). Nossos dados indicam a incidência das espécies H. ohiense e o H.

mississippiense no leste e oeste, respectivamente, ambos governados por condições

ecológicas bastante distintas. 
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Explorando características climáticas históricas dos EUA, identificamos que a

precipitação do trimestre mais seco e a temperatura média do trimestre mais frio são

as variáveis mais importantes para H. ohiense e H. mississippisense,

respectivamente. Estes resultados corroboram os achados em Sepulveda et al. (2024)

demonstrando melhor crescimento do H. ohiense frente ao H. mississippiense a 37°C.

Adicionalmente, a identificação de uma distribuição equitativa de idiomorfos

MAT1-1/MAT1-2 está em conformidade com as expectativas para espécies que se

reproduzem sexualmente, fortalecendo conclusões anteriores em relação ao fungo

Histoplasma nos EUA (Kwon-Chung et al., 1984).

A espécie H. mississippiense é representada por 2 genótipos distintos, Clado I

e Clado II, ambos segregados pelas análises filogenômicas e PCA. Estes genótipos

são representados, majoritariamente, por isolados veterinários de Oklahoma (Clado I)

e isolados clínicos do Missouri (Clado II). Desta maneira, indaga-se a possibilidade de

obtenção de traços termotolerantes únicos nos representantes do clado I,

considerando a temperatura corporal elevada de cães e gatos (38-39°C). Ainda,

considerando que a transição para a fase leveduriforme é um traço essencial para

virulência, novos estudos de termotolerância intra e interespecíficos são fundamentais

para esclarecer a aquisição de traços de adaptação por este clado (Valdez et al.,

2022). 

Referente ao modelamento de distribuição de espécies de Histoplasma sp., é

importante ressaltar a probabilidade da região de sobreposição entre H. ohiense e H.

mississippiense no centro-oeste, inclusive pelo fato de intercâmbio gênico recente

(Maxwell et al., 2018). Isso infere numa possível zona de tensão e hibridização,

atuando como uma fonte de variação genômica entre as 2 espécies. Entretanto,

poucas zonas de hibridização foram identificadas e apenas coletas ambientais

sistemáticas podem determinar se a hibridização de Histoplasma sp. demonstra uma

estrutura geográfica (Gabaldon, 2020; Samarasinghe et al., 2020).

Além das duas espécies predominantes, também encontramos 2 isolados de

H. suramericanum nos EUA. Este fato pode ser explicado de duas maneiras: (i) H.

suramericanum é endêmico nos EUA, embasado pelo isolamento ambiental no Texas;
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(ii) casos importados de áreas endêmicas desta espécie. Um dos isolados, B10265,

vem de um paciente da Califórnia sem histórico de viagens, impossibilitando a

acurácia do evento de infecção, ou seja, onde realmente este indivíduo contraiu a

doença. Em contrapartida, esta espécie foi identificada autóctone em Alberta e

Montreal, Canadá (Dingle et al., 2021), sugerindo um alcance maior do que o previsto.

Embora as áreas de sobreposição entre diferentes espécies de Histoplasma pareça

extensa e haja oportunidades constantes de hibridização, a introgressão é limitada.

 Outro fator limitante da dispersão geográfica de Histoplasma sp. é através dos

hospedeiros (Teixeira et al., 2016). Este fungo já foi identificado em mais de 6 espécies

de quirópteros em diferentes continentes, demonstrando a recorrente associação da

dispersão do fungo com aves, carregando os esporos nas penas e por morcegos,

através da infecção direta (Hoff e Bigler, 1981; Teixeira et al., 2016) (Gonzales-

Gonzales et al., 2012; Gugnani e Denning, 2023; Gugnani et al., 1994; McMurray e

Russel, 1982; Mulec et al., 2020; Taylor et al., 2000; Vite-Garin et al., 2021).

Considerando que os morcegos são um grupo amplamente distribuído e diverso e

hospedeiros naturais do fungo Histoplasma, levanta-se a questão sobre a coevolução

entre hospedeiro e fungo (Teeling et al., 2018). 

Neste contexto, nossa pesquisa estabeleceu a distribuição geográfica das

espécies de Histoplasma com base em características ambientais abióticas. A partir

desses resultados, torna-se possível revisitar e aprimorar estudos que investigam a

co-ocorrência de diferentes espécies de Histoplasma com seus hospedeiros

potenciais, incluindo possíveis competidores, como outras espécies de fungos

dimórficos. Essa abordagem permite a avaliação da influência de fatores bióticos na

ampla distribuição geográfica do fungo Histoplasma.

Dito isto, modelar o nicho ecológico dos morcegos pode ajudar a entender

como suas populações influenciam a distribuição geográfica do patógeno. Esse tipo

de análise é relevante porque muitos morcegos habitam cavernas e outros locais

escuros e úmidos, locais que também são favoráveis ao crescimento de Histoplasma.

Além disso, fezes de morcego (guano) são ricas em nutrientes que podem facilitar o

crescimento do fungo.
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Ao sobrepor os mapas de probabilidade de ocorrência dos morcegos com aqueles

das espécies H. ohiense e H. mississippiense, seria possível identificar hotspots de

risco para a transmissão do fungo. Áreas de alta probabilidade de ocorrência tanto do

fungo quanto dos morcegos podem indicar locais prioritários para monitoramento

epidemiológico e estudos de saúde pública, elaborando-se projetos de educação

ambiental e de conscientização para comunidades que vivem próximas a áreas de

ocorrência, contribuindo para a prevenção de surtos e para um monitoramento

contínuo em regiões endêmicas.

. Além disso, esses hotspots podem variar em função de fatores climáticos e

sazonais, fornecendo dados valiosos sobre como mudanças ambientais podem afetar

a ecologia do patógeno e dos morcegos. Essa abordagem integrada pode ainda abrir

possibilidades para explorar interações ecológicas mais complexas entre

Histoplasma, os morcegos e outras espécies que coabitam esses ambientes, assim

como o impacto da atividade humana (ex.: agricultura, urbanização) sobre essas

relações.

Algumas limitações deste estudo envolvem: (i) a ausência de coleta sistemática

de isolados em cada estado, implicando numa representação incompleta da incidência

geográfica do fungo; (ii) a maioria das amostras clínicas não descrevia os eventos de

infecção ou histórico de viagens, resultando em lacunas nos dados; (iii) a baixa

representatividade, baseada apenas em 93 isolados genotipados de Histoplasma

frente a incidência anual de histoplasmose nos EUA, que inclusive, estende-se ao

ENM. Apesar das limitações de amostragem, nossa pesquisa confirmou a presença,

dentro e fora da área endêmica, dos dois principais genótipos, NAm1 e NAm2, como

os principais agentes causadores da histoplasmose nos EUA. 

Além disso, H. mississippiense apresentou uma diversidade nucleotídica

genômica mais alta (π = 0,57%) do que H. ohiense (π = 0,14%), corroborados também

pelo PCA. Embora a análise de PCA para H. mississippiense tenha revelado uma

variação mínima, ela apoiou a análise de fastSTRUCTURE, indicando duas

populações distintas dentro dessa espécie: H. mississippiense clados I e II. Por outro

lado, H. ohiense não exibiu uma estrutura populacional semelhante no gráfico de PCA,
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sugerindo a necessidade de mais isolados para investigar a possibilidade de novos

genótipos dentro desse clado.

A escolha de utilizar 1000 pontos aleatórios para randomizar as amostras no

modelo de MaxEnt foi baseada em boas práticas amplamente adotadas no

modelamento de distribuição de espécies. Este método permite uma amostragem

representativa do background, sem sobrecarregar o modelo com todas as células

disponíveis, o que poderia introduzir redundâncias ou vieses de amostragem em áreas

muito grandes ou com características ambientais que não são relevantes para o

fenômeno estudado. 

Além disso, a randomização de pontos oferece flexibilidade ao capturar a

variabilidade ambiental em regiões onde não há presença confirmada de Histoplasma,

sem assumir que o território contíguo ou toda a área de background seja

necessariamente homogêneo. A escolha de 1000 pontos balanceia a precisão

computacional e a robustez estatística, evitando o risco de ajuste excessivo que pode

ocorrer ao usar todas as células disponíveis como background. Portanto, a utilização

dos pontos aleatórios contribui para a generalização do modelo e permite que ele seja

mais eficiente ao prever potenciais áreas de ocorrência, especialmente quando se

trabalha com grandes regiões geográficas como os EUA.

Por fim, este estudo demonstra com sucesso a integração de uma abordagem

multifacetada, combinando o sequenciamento completo do genoma, a filogenética e

modelos de distribuição de espécies para compreender a distribuição de espécies de

Histoplasma prevalentes nos EUA e possibilitando a atualização dos mapas

epidemiológicos de forma mais robusta, indicando áreas emergentes de

histoplasmose mais precisas que as já descritas (Hepler et al., 2022; Maiga et al.,

2018; McKinsey e Pappas, 2020). Da mesma forma, uma pesquisa recente sobre a

modelamento da distribuição de Coccidioides spp. obteve êxito ao estabelecer um

padrão de distribuição com variáveis específicas que se associavam a áreas de

elevada incidência de coccidioidomicose nos Estados Unidos (Ocampo-Chavira et al.,

2020). Ao utilizar a epidemiologia molecular e genotipagem completa do genoma, uma
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compreensão mais completa do cenário epidemiológico atual e da diversidade de

espécies causadoras de histoplasmose nos EUA está ao alcance.  

8. Conclusões

Neste trabalho, realizamos importantes contribuições e descobertas no campo

da epidemiologia molecular da histoplasmose, tanto no DF e seu entorno quanto nos

EUA. No contexto brasileiro, entre casos confirmados e prováveis, identificamos 34

casos de histoplasmose a partir de prontuários médicos em dois centros de referência,

e geramos um mapa coroplético que permitiu visualizar a distribuição geográfica

desses casos. 

A análise revelou uma alta taxa de letalidade em pacientes HIV positivos (10 óbitos

em 23 casos), reforçando a importância do diagnóstico precoce e do tratamento

adequado para populações imunossuprimidas. Também identificamos espécies

circulantes de Histoplasma no DF, incluindo H. suramericanum clado Nordeste e

LAmB, o que foi essencial para entender a diversidade genética e a distribuição local

dessas espécies. 

Além disso, mapeamos as subregiões de residência dos pacientes, indicando

áreas potencialmente favoráveis para a ocorrência de novas infecções por

Histoplasma. Simultaneamente, realizamos uma revisão narrativa sobre surtos de

histoplasmose no Brasil, destacando que as cavernas representam o principal local

de infecção, com mais de 50% dos surtos ocorrendo nesses ambientes, que

favorecem o crescimento do fungo e a dispersão de esporos. 

Nos EUA, nossa análise focou na epidemiologia molecular das espécies de

Histoplasma circulantes no país, a partir de isolados clínicos, veterinários e

ambientais. Sequenciamos o DNA de 62 novos isolados e construímos uma árvore

filogenética. A partir desta, foram identificadas três espécies de Histoplasma: H.

ohiense, H. mississippiense (endêmicas dos EUA) e H. suramericanum, cuja presença

sugere isolados importados ou autóctones em regiões próximas ao México. 



100

O ENM revelou áreas de sobreposição com mais de 75% de probabilidade de

ocorrência das espécies de Histoplasma endêmicas na região, inclusive em estados

fora da zona endêmica proposta, apontando a necessidade de atualizar o mapa

epidemiológico da histoplasmose no país. Essa sobreposição indica zonas de contato

entre espécies, com possível hibridização, o que pode levar à troca de material

genético e, potencialmente, aumentar a resistência e a virulência do fungo. Esses

achados, tanto no Brasil quanto nos EUA, destacam a importância de vigilância

epidemiológica e diagnóstico preciso, especialmente no Brasil, onde a ausência de

testes point-of-care e de notificação de casos devido à falta de um programa de

vigilância impactam negativamente o controle da doença. Nosso trabalho fornece uma

base valiosa para o aprimoramento do diagnóstico, manejo clínico e monitoramento

da histoplasmose em diferentes regiões.
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10. Apêndices

Apêndice 1 – Surtos de histoplasmose no Brasil: lições para aprender 
sobre como prevenir exposição
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Apêndice 2 – Características sociodemográficas e clínicas dos pacientes
com histoplasmose no Distrito Federal e entorno.
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Abstract

Histoplasmosis is an endemic mycosis in Brazil with a high prevalence among

people living with HIV/AIDS. Despite its high mortality among immunocompromised

patients, the disease is underrecognized by health authorities and is only notifiable in

the state of Goiás. Additionally, the epidemiology of histoplasmosis is unknown in

Distrito Federal. Since the 1970’s, two outbreaks have been reported in this area.

Along with autochthonous cases, this suggests that Histoplasma sp., is endemic to this

region. Moreover, as no genotyping has been completed on isolates circulating in

Distrito Federal, it is unknown which species of Histoplasma exist in this region. To

bridge this molecular epidemiology gap of histoplasmosis, we performed a

retrospective study and identified 34 cases of the disease in Distrito Federal and

surrounding areas. The lethality rate was 43% among people living with HIV/AIDS.

Demographic data were used to map histoplasmosis cases through the ArcGIS

software. We also genotyped three local clinical isolates and, through phylogenetic

approaches, we identified that two isolates nested with the H. suramericanum

Northeast clade, while the third clustered within the LAmB1 clade. This work represents

the first contribution towards understanding the epidemiology of histoplasmosis in

Distrito Federal.

Key-words: Histoplasma, histoplasmosis, Distrito Federal, epidemiology, molecular

epidemiology, HIV.
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Introduction

Histoplasmosis, a fungal disease caused by Histoplasma sp., is a public health

concern with a global impact on human populations and has high endemicity in the

Americas, Africa and southeast Asia (1,2,3). At least 17 genetic lineages of Histoplasma

have been characterized using genealogical concordance methods, some showing

prominent phenotypical traits and geographical isolation. The disease manifests

primarily after visiting locations where the fungus thrives, usually areas with high

deposition of bat guano or bird droppings, such as caves, demolition sites and chicken

coops (4). Disturbance of soil contaminated with Histoplasma generates airborne micro-

and-macroconidia which may be inhaled by mammals and transition into pathogenic

yeasts inside the lungs (5). Most immunocompetent individuals infected with

Histoplasma exhibit the subclinical/asymptomatic form of the disease (90% of cases),

as their immune system alone usually is sufficient to control and resolve the infection
(6). Occasionally, apparently healthy individuals may develop acute pulmonary

histoplasmosis with a nonspecific pneumopathological presentation, often

misdiagnosed as other community-acquired pneumonias such as influenza and

tuberculosis (7). The most commonly described symptoms include fever, cough, weight

loss, fatigue, body aches, headache, and chills (6). Depending on the fungal burden

and integrity of the immune system, the yeasts of Histoplasma can persist in a latent

state within granulomas inside the lungs and relapse, representing the chronic

pulmonary form of the disease (8). Moreover, the immunocompromised are at higher

risk when facing histoplasmosis due to the compromised adaptative response,

especially people living with HIV/AIDS (PLWHA), under immunosuppressive therapy,

or those with autoimmune conditions (9). If the host is unable to effectively control the

infection, the yeasts may enter the lymphatic system and cause disseminated disease,

which is often fatal. For instance, in Latin America, histoplasmosis accounts for up to

30% of deaths in the HIV/AIDS populations, a higher mortality rate than that of

javascript:abrirPrestacao('1135165','1','316965/2023-5','PQ')


140

tuberculosis (10).  Despite being a major public health concern, histoplasmosis

continues to be neglected. There is a pressing need for a comprehensive

understanding of its epidemiology, clinical manifestations, and molecular/cellular

biology to improve management, treatment, and prevention efforts. This is especially

critical in areas where the disease is endemic and accurate diagnostic tools are not

widely accessible (11). 

Histoplasmosis is endemic in the midwestern region of Brazil, particularly in the

state of Goiás, where thousands of cases have been reported state (11, 12). A study

conducted at the Dr. Anuar Auad Tropical Disease Hospital in Goiânia, the capital of

Goiás state, revealed an alarming mortality rate of 53.0% (13), one of the highest in

Brazil (11). The midwestern region is composed by the states of Mato-Grosso, Mato-

Grosso do Sul, Goiás and the Distrito Federal (DF), and only in Goiás is histoplasmosis

a disease of compulsory notification (14). DF is a political-administrative region located

within the territory of the Goiás state; thus, a high prevalence of histoplasmosis in this

area is expected, considering they share similar biome and climatic features. However,

only two case-series have been published so far. Thus, epidemiological data is scarce

to assess the burden of this mycosis, its potential sources, and the risk factors

associated with its transmission within the local population in the Brazilian capital (15,

16, 17).  

To bridge this epidemiological gap, we retrospectively investigated medical

records of histoplasmosis cases diagnosed in the Hospital Universitário de Brasília

(HUB) and Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal (LACEN-DF),

within DF and surroundings from 1994 to 2022. We then recovered clinical isolates and

performed whole-genome sequencing coupled with phylogenetic analyses to

understand which genotype is most likely to cause infections in DF. By undertaking

such a thorough approach, we aim to enhance our understanding of the burden of

histoplasmosis in this area, supporting effective public health interventions. This work

stands as a significant contribution towards filling knowledge voids and paving the way

for informed strategies to manage and mitigate the regional histoplasmosis impact.  
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Material and Methods

Ethics

This work was approved by the ethics and research committee of the Faculty of

Medicine, Universidade de Brasília (UnB) (CAAE 68687323.1.0000.5558).

Retrospective study in the Distrito Federal and surroundings

The retrospective study was conducted at HUB and LACEN-DF. Both of these

laboratories function as key medical mycology reference centers for histoplasmosis in

the entire public healthcare system in DF and surrounding areas. Cases were

diagnosed based on the microbiological cultivation of the fungus on Mycosel or

Sabouraud agar and confirmed by double immunodiffusion, direct exam and

radiological data. We gathered clinical, epidemiological and sociodemographic data

from paper and electronic medical records of histoplasmosis cases that occurred in DF

and surroundings, spanning from 1994 to 2022. Data collected included the year of

diagnosis, age, biological gender, ethnicity, residential address, profession, place and

methods of diagnosis, history of drug use, HIV serology, CD4+ lymphocyte count, if the

patient was under immunosuppression from other causes, clinical presentation of the

disease, coinfections, comorbidities, treatment details (including dose and duration),

and death record (Supplementary Table 1). Patients' residences were obtained from

the medical records. These locations were subsequently utilized as input data for

generating histoplasmosis maps of using the ArcGIS software. 

Clinical isolates recovery from the HUB/LACEN-DF mycological collection

This step was performed in a biosafety level 3 laboratory at LACEN-DF due to

the high Histoplasma infectivity. The clinical isolates (n = 18) of the mycological

collection had been stored at room temperature in the mycology laboratory of HUB. To

recover those isolates, we used sterile inoculation loops to transfer a portion of the
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colonies to two freshly prepared media, Sabouraud agar (Kasvi) and Brain Heart

Infusion broth (Kasvi). The subcultures were maintained at room temperature at the

LACEN-DF mycology laboratory for 28 days. For each colony suggestive of

Histoplasma sp. (white and cottony or brown and cottony), a slide with lactophenol

cotton blue was prepared to visualize fungal structures and ensure that the isolated

colony was not a contaminant. The colonies were subcultured until isolation of a

sufficiently sized colony with viable cells of Histoplasma cells for DNA extraction.

Contaminated subcultures or those with no observable growth were autoclaved and

discarded following biosafety standards. 

Genomic sequencing and genotyping of clinical isolates of Histoplasma

In a Class II biological safety cabinet, 500 µg of fungal colony was transferred

to a 2 mL centrifuge tube using sterile inoculation loops. These recipients contained a

lysis buffer from the PowerSoil DNA extraction kit (Qiagen) and glass beads to aid in

breaking down the fungal cell wall. Fungal DNA extraction was carried out following

the manufacturer's protocol, with modifications in the lysis step involving 10 cycles of

1 minute at 5.500 rpm in a Precellys 24 touch instrument (Bertin technologies). The

integrity of the extracted DNAs was verified through electrophoresis on a 0.8% agarose

gel. Quantity and purity estimations were performed by spectrophotometry using the

NanoDrop™ 2000c (ThermoFisher). Paired-end sequencing libraries were prepared

using the Kapa Biosystems kit (Kapa Biosystems, Woburn, MA), utilizing

approximately 1 µg of DNA. DNA sequencing was conducted on Illumina HiSeq 2500

(100 bp, high output, kits v3 or v4) and Illumina NextSeq 550 (150 bp, high output mode

kit v2) instruments. The reads were polished using Trimmomatic V0.32 (18) with the

following parameters: SLIDINGWINDOW:10:30, LEADING:28, TRAILING:28, and

MINLEN:80. These reads were aligned to the reference strain H. mississippiense

NAm1 (AAJI00000000.1) using the Burrows-Wheeler Aligner (BWA - v 0.7.17) pipeline
(19). Genomic coverage was assessed using the tinycov script

(https://github.com/cmdoret/tinycov). Processed reads from each strain were

remapped to their corresponding .bam file to identify INDELs and eliminate unmapped

https://github.com/cmdoret/tinycov
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DNA segments, using the programs RealignerTargetCreator and IndelRealigner

(GATK toolkit v3.3-0) (20). The UnifiedGenotyper was used to identify SNPs, and strict

filters were applied to the .vcf files with the following parameters: QD=2.0,

FS_filter=60.0, MQ_filter=30.0, MQ_Rank_Sum_filter=-12.5,

Read_Pos_Rank_Sum_filter=-8. SNPs with low coverage (<10X) or with allelic

variants less than 90%, or within duplicated regions (detected by the NUCmer tool (21))

in the reference, were excluded from the final dataset. The SNP matrix, comprising 52

isolates, was used for evolutionary analysis. A Maximum Likelihood (ML) phylogenetic

tree was constructed using IQ-TREE v2.1.1 (22). Branch support was determined

through bootstrap and SH-like approximate likelihood ratio tests (23, 24).

Results

Retrospective study on histoplasmosis

The retrospective study identified 34 cases of histoplasmosis in DF and its

surroundings, diagnosed by culture and confirmed by serology, direct microscopy or 

radiological findings between 1994 and 2022. Medical reports showed that the cases

were predominantly diagnosed at the Hospital Universitário de Brasília (HUB), Hospital

de Base do Distrito Federal (HBDF), and Hospital Regional da Asa Norte (HRAN). All

patients had a recorded gender, 26 males and 8 females, resulting in a male-to-female

ratio of 3.25:1. The average age was 54 years (18 to 90 years) at the time of

histoplasmosis diagnosis, with a median of 40.5 years (Figure 2). Although limited, the

history of smoking, alcohol consumption, and illicit drug use was collected, with seven

smokers or ex-smokers, five alcohol users, and one case of illicit substance use such

as marijuana and cocaine recorded. The occupation of 53% of the patients was

available (18/34) and included farmers or former rural workers (3), carpenter/mason

(1), blacksmith/painter (1), manicurist (1), truck driver (1), cook (1), and student (1),

among others. Patients were referred from 11 municipalities of DF. Cases of

histoplasmosis were also diagnosed in patients living in eight cities in Goiás, bordering

DF, see Figure 1. The places of residence for 4 patients were unspecified. Additionally,

the birthplace or the region patients were referred from, when available, was recorded
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and included cities from the states of Maranhão, Minas Gerais, Goiás, Espírito Santo,

Paraíba, Piauí, Bahia, Pernambuco, and one foreign case from Venezuela. Diagnoses

were made from samples of cerebrospinal fluid (3/34), blood (3/34), bone marrow

(7/34), bronchoalveolar lavage (4/34), sputum (2/34), biopsy (10/34) (four, skin, one

intestinal, two liver, 1 lung/epiglottis, two unspecified biopsies), and serum (5/34).

Regarding the clinical presentation of histoplasmosis, five cases presented acute

pulmonary infection, two cases had the chronic pulmonary form, 19 cases showed

dissemination, and it was not possible to establish a clinical form for seven patients.

Two patients had a history of recurrent histoplasmosis. Positive HIV diagnosis was

confirmed in 67% of infected individuals (23/34). The CD4+ lymphocyte count was

available for 65% of HIV+ cases (15/23), with 53% of patients presenting a cell count

<200 cells/mm3 (9/15). Tuberculosis was reported as co-infection in six cases, as well

as four cases of esophageal candidiasis, two of visceral leishmaniasis, one of COVID-

19, one of neurotoxoplasmosis, and 1 of cytomegalovirus infection. It is worth noting

all but one of the coinfections were diagnosed in PLWHA. The commonly used

antifungals were itraconazole, fluconazole, amphotericin B, and voriconazole for

periods that varied between 10 days and 3 years; 38% of the medical records did not

describe any type of antifungal treatment (13/34). For PLWHA, antiretroviral therapy

was frequently reported, although mostly were discontinued or delayed. Among the 23

cases in PLWHA, 43% died (10/23). The records for other two deceased people had

no information on HIV infection. Furthermore, from the initial 18 isolates, only six were

successfully recovered. DNA extraction was successful for all, but the sequencing

standards were only met for three isolates, named HCHUB01, HCHUB02 and

HCHUB03. Evolutionary analyses revealed that two isolates (HCHUB01 and

HCHUB02) clustered within H. suramericanum Northeast clade and the last

(HCHUB03) was nested with the LAmB1 clade. 
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Discussion

Histoplasmosis, sporotrichosis, paracoccidioidomycosis and

coccidioidomycosis, are neglected endemic mycoses in Brazil with elevated case-

mortality rates among the immunocompromised (25). DF is a federal unit wholly

contained within the state of Goiás. In conjunction with its surrounding areas, a high

incidence of histoplasmosis is expected, in line with environmental models, given the

number of cases reported in Goiás (14). Our retrospective study revealed 34 cases of

histoplasmosis in DF over a period of 29 years (1994-2022). In addition to the two

outbreaks involving 28 firefighters infected during training in a cave in Brazlândia-DF

and the 14 cases reported in a rural area in 1971, for a total of 76 cases of

histoplasmosis recorded in this area (16, 15). In addition, the epidemiological map shows

a broad distribution of patients with histoplasmosis throughout the DF and surrounding

cities located in the state of Goiás (Figure 1). Therefore, it can be concluded that the

DF and its surroundings are endemic areas for histoplasmosis, in spite of the fact that

there are few identified hotspots. As for the state of Goiás, this mycosis is already

recognized as endemic and is a notifiable disease, so increased detection of

histoplasmosis is expected. 

Furthermore, among the 23 histoplasmosis cases in PLWHA identified in this

study, 10 (43%) resulted in death. This rate is particularly alarming given the lethality

of disseminated histoplasmosis in this population, which accounts for over 23,000

people infected in DF and Goiás together, according to the most recent epidemiological

data (26). Additionally, among the PLWHA, we observed a higher male to female ratio

of 4.5:1, instead of the 3.25:1 from the whole study, which is consistent with the

literature (27). In this context, the expansion of epidemiological studies in the Brazilian

midwestern is imperative to understand the environmental factors involved in fungal

growth, map the geographical distribution, and predict areas of potential infection, thus

facilitating and improving rapid diagnosis within vulnerable populations. Furthermore,

despite the DF being an endemic area for histoplasmosis, cases might be

underestimated because of: i) misdiagnosis, given the unspecific clinical presentation

of histoplasmosis common to other pulmonary infections; ii) absence of clinical
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laboratory infrastructure for the diagnosis of histoplasmosis that depends on biosafety

level 3 for the culture of the mycelial phase; iii) lack of public awareness about the

disease risk; and iv) lack of access to rapid diagnostics for histoplasmosis in the public

healthcare services (11, 4). Importantly, patients with AIDS (CD4 cell count <200

cells/mm3), with a suspected fungal infection, receive empirical treatment with azole or

polyene compounds due to high morbidity and mortality. This is because mycological

diagnosis can take up to 6 weeks, in other words, delaying treatment could be fatal (11).

Notably, limitations of this study include the challenges associated with

accessing physical records dated before the year 2000. Many records were

challenging to locate, as the information provided in medical mycology laboratory

records often differed from that annotated in the electronic medical system. Moreover,

most patient data, including medical history and test results, was handwritten. The

legibility of the handwriting, exacerbated by ink fading due to storage conditions,

hindered the identification and extraction of pertinent information, noted as missing

data in Supplementary Table 1. Electronic medical records, on the other hand,

presented challenges with several patients lacking a comprehensive history and

anamnesis, leading to omissions in sociodemographic, epidemiological, and laboratory

test data. In light of these challenges, it is unsurprising that histoplasmosis

epidemiology has not been previously investigated in DF or in Goiás. Consequently,

this study serves as the inaugural step towards understanding the prevalence of

histoplasmosis in this region. Another hindrance is that our Histoplasma isolates were

most likely compromised since they were stored in tubes containing the same culture

medium for years after their initial isolation, without the subculturing. Consequently,

several fungal colonies were likely dead due to a long-term lack of nutrients. 

We successfully inferred the phylogenomic background of three DF clinical

Histoplasma isolates (Figure 3). Two strains, HCHUB01 and HCHUB02, were

genotyped as H. suramericanum Northeast BR and one strain, HCHUB03, as LAmB.

However, we could not entirely resolve the H. suramericanum clade due to low

genomic coverage of two strains as reported previously. It is possible to observe the

two monophyletic lineages for the isolates belonging to the Northeast clade, which is
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endemic in Northeast Brazil (14). Thus, two plausible hypotheses emerge: i) the cases

could have been originally infected in the Northeast region, with the disease being

diagnosed in DF, or ii) the genetic lineage may be endemic to the Brazilian midwestern.

Unfortunately, the medical records from these patients were not found, so we couldn’t

confirm the either hypothesis. On the other hand, we have identified seven patients

born or referred from Northeastern Brazil, which might corroborate the first hypothesis.

However, the second hypothesis is also plausible and can be confirmed when

additional isolates autochthonous from DF are genotyped. Regarding the case

identified as LAmB, histoplasmosis instances caused by this genotype are extensively

distributed in Latin America and have been previously documented in Mato Grosso and

Goiás (1). Therefore, we suggest that LAmB is endemic in Midwestern Brazil, including

in DF. Genotyping studies of Histoplasma within the DF public healthcare system are

pivotal for achieving a comprehensive understanding of the epidemiology and impact

of histoplasmosis in the region, contributing to better management and outcomes. 

DF exhibits a robust infrastructure, abundant resources, and a well-trained

healthcare workforce, providing an optimal environment for the implementation of

enhanced diagnostic methodologies for endemic mycosis. Presently, histoplasmosis

diagnosis relies on culture isolation of the pathogen, supplemented by inferences

drawn from radiological observations and direct examination. However, this approach

presents notable drawbacks due to specialized technical knowledge and time to

diagnosis. Local healthcare authorities have also incorporated serologic identification

using radial immunodiffusion, yet it suffers from low sensitivity. Considering these

limitations, it is imperative to explore more advanced and commercially available

diagnostic techniques. Notable alternatives include the MiraVista and IMMY assays,

along with molecular methods such as RT-qPCR (6), which are being implemented in

the public healthcare system. These advanced methods offer superior sensitivity and

faster results. 

The integration of advanced diagnostics and fungal genotype analysis helps

identify geographic and genetic patterns that influence the prevalence and severity of

histoplasmosis. These insights improve risk assessments and support more effective
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prevention strategies. Molecular epidemiology also sheds light on infection origins and

environmental factors. This knowledge is essential for guiding public health policies

and targeted interventions. By applying these findings, we can better protect DF’s

population, especially in PLWHA, and improve overall health outcomes.
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Apêndice 4 – Rastreando a epidemiologia molecular da histoplasmose e 
a ocorrência de espécies nos EUA
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