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RESUMEN 

La coccidioidomicosis es una enfermedad causada por Coccidioides immitis y C. 

posadasii, el diagnóstico convencional muchas veces es difícil, por lo que se han 

empleado diversos marcadores moleculares, Duarte-Escalante (2014) desarrolló 

un marcador SCAR que mostró ser un buen candidato para la identificación de 

Coccidioides spp, por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la 

especificidad y sensibilidad de este marcador con diferentes muestras biológicas 

(sangre y esputo), y compararlo con otros marcadores moleculares descritos en la 

literatura y establecer las condiciones de su utilización con muestras biológicas. 

Se utilizaron diferentes concentraciones del DNA obtenido del aislado HU-1 de C. 

posadasii, para inocular 500 µL de sangre y esputo. Se procedió a la obtención del 

DNA total y se realizó la PCR con los marcadores moleculares SCAR300, los 

microsatélites GAC2 y 621 (Fisher et al., 2002), y la sonda desarrollada por Bialek 

et al. (2004), utilizando 5, 10 15 y 20 µL del DNA total en la mezcla de reacción 

para evaluar la sensibilidad y especificidad de todos los marcadores. Los 

resultados mostraron que todos los marcadores reconocen Coccidioides spp. El 

marcador 621 mostró la mayor sensibilidad en las muestras de sangre y esputo, 

mientras que el SCAR300 evidenció una menor sensibilidad en ambas muestras 

biológicas. Aunque el marcador SCAR300 mostró menor sensibilidad que el 621, 

éste puede ser utilizado como auxiliar en el diagnóstico de la coccidioidomicosis. 
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INTRODUCCIÓN 

La coccidioidomicosis o fiebre del Valle de San Joaquín es una enfermedad 

causada por hongos del género Coccidioides, con dos especies descritas: 

Coccidioides immitis y C. posadasii (Fisher et al., 2002). 

De acuerdo con el Código Internacional de Nomenclatura Botánica (VIENNA 

CODE), la clasificación taxonómica formalmente aceptada para las especies C. 

immitis y C. posadasii es la siguiente:  

Reino: Fungi  

Phylum: Ascomycota  

Orden: Onygenales  

Familia: Onygenaceae  

Género: Coccidioides  

Especies: C. immitis y C. posadasii 

Las áreas endémicas para estos hongos comprenden, el sureste de Estados 

Unidos, que incluyen las regiones centrales del desierto de Arizona, el Valle de 

San Joaquín en California y extensas zonas áridas de Nevada, Nuevo México, 

Texas y Utah (Chiller et al., 2003; Hector et al., 2011). En México, los principales 

estados endémicos para la coccidioidomicosis son Baja California, Chihuahua, 

Coahuila, Nuevo León y Tamaulipas (Baptista y Riquelme, 2007; Laniado-Laborín, 

2007). En algunos países de Centro y Sudamérica también existen zonas 

endémicas, además, en países como Argentina y la zona norte de Brasil, se ha 

incrementado el número de casos de esta enfermedad en los últimos años 

(Canteros et al., 2010, 2010a; Cordeiro et al., 2010; Hector y Laniado, 2005; 

Laniado-Laborín, 2007a). 
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Coccidioides spp. son hongos patógenos, que se desarrollan en suelos con pH 

alcalino, ricos en sales y pobres en nutrientes, en áreas donde el clima 

generalmente es seco, con un rango de precipitación de 100 a 500 mm por año 

(Kolivras et al., 2001) y con presencia de vegetación xerófita (Welsh et al., 2012). 

La humedad en el suelo favorece al crecimiento del hongo, dando lugar a la fase 

filamentosa, en la que se desarrollan hifas septadas, que forman los artroconidios, 

que son dispersados en el ambiente por los vientos o por actividad humana en las 

zonas cercanas. Esta fase presenta una alta resistencia para sobrevivir en el 

medio ambiente, permitiéndole al hongo permanecer viable por meses o años. Los 

artroconidios, al entrar en contacto con un hospedero (mamíferos, reptiles, etc.) 

principalmente por inhalación, se alojan en los pulmones, cambiando a esférulas 

que son estructuras esféricas con un tamaño de 80 a 200 µm (fase parasitaria) y 

en su interior se forman las endosporas, las cuales son liberadas al romperse las 

esférulas, éstas son diseminadas hacia tejidos vecinos, dando origen a su vez, a 

nuevas esférulas, repitiendo el ciclo en el hospedero (Reyes-Montes et al., 2016). 

La coccidioidomicosis puede afectar a casi cualquier persona, sin embargo, las 

actividades al aire libre realizadas por campesinos, personal de la construcción, 

deportistas, etc., en las zonas endémicas, representan un mayor riesgo para 

contraer la infección (Nguyen et al., 2013). 

Su diagnóstico, se ha fundamentado tradicionalmente, en los resultados de una 

combinación de datos clínicos como, la intradermorreacción, el aislamiento del 

agente causal en muestras clínicas, estudios de gabinete y diagnóstico de 

laboratorio. Dado que el hongo crece de forma lenta, se requieren de métodos 

rápidos para su identificación, como son las técnicas serológicas convencionales, 
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que detectan anticuerpos específicos, tanto en suero como en líquido 

cefalorraquídeo (Negroni et al., 2010). Otros métodos utilizan técnicas de 

identificación molecular, como la PCR, usando diferentes marcadores moleculares 

(Pan et al., 1995; Assi et al., 2007; Pounder et al., 2006; Tintelnot et al., 2007; 

Binnicker et al., 2007; Johnson et al., 2014). Sin embargo, a pesar de los 

numerosos marcadores moleculares que se han desarrollado para la identificación 

de estos hongos, todos han mostrado ciertas ventajas y desventajas, y no existe 

aún un marcador estandarizado que se utilice de manera rutinaria en los 

laboratorios clínicos para el diagnóstico de la enfermedad. Recientemente, Duarte-

Escalante (2014), desarrolló un marcador SCAR (Sequence Characterized 

Amplified Region), denominado SCAR300, que mostró ser un buen candidato para 

la identificación de Coccidioides spp., por lo que el objetivo del presente trabajo 

fue evaluar la especificidad y sensibilidad del marcador SCAR300 en muestras de 

sangre y esputo y compararlo con otros marcadores moleculares descritos en la 

literatura para establecer las condiciones de su utilización con muestras 

biológicas. 

 

MARCO TEÓRICO 

Hábitat de Coccidioides spp. 

Los primeros trabajos en describir el hábitat de Coccidioides spp., fueron 

realizados por Elconin et al. (1964) y Egeberg et al. (1964), quienes describieron 

las características del suelo en zonas endémicas, ellos encontraron que el hongo 

podía crecer con altas concentraciones de sales solubles, como las sales de 

calcio, magnesio, sodio, cloruros y sulfatos y soportar altas temperaturas, 
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sugiriendo que estas condiciones son óptimas para el crecimiento del hongo y 

podrían llegar a inhibir o disminuir la competencia con otros microorganismos. 

Otros autores, también han descrito que el hábitat para estos hongos son regiones 

desérticas, áridas y cálidas en el continente americano con zonas que presentan 

veranos calientes, inviernos suaves sin congelaciones severas, precipitación anual 

de entre 100-500 mm, suelos alcalinos y arenosos. Además, que estos hongos se 

desarrollan comúnmente alrededor de 10-30 cm debajo de la superficie (Fisher et 

al., 2007; Lewis et al., 2015). 

El ciclo de vida Coccidioides spp. está estrechamente relacionado con los cambios 

en las condiciones climáticas. La fase micelial necesita humedad en el suelo para 

crecer, de ahí que el hongo se recupere principalmente en la primavera después 

de las precipitaciones y cuando el invierno ha terminado. Después de este 

periodo, las hifas necesitan un período seco para promover la formación y 

desarticulación de los artroconidios y pueden dispersarse en el aire en forma de 

aerosoles, los cuales pueden ser inhalados por un hospedero, principalmente 

mamífero. Esto explica en parte, el incremento en la tasa de infección causada por 

Coccidioides en los meses más secos del año (Lewis et al., 2015). 

Asimismo, estudios realizados por Cordeiro et al. (2010) para el estado de Ceará 

en el noroeste de Brasil y De Macêdo et al. (2011) en los estados Caridade do 

Piauí y Elesbão Veloso, reportaron características similares a las descritas para el 

hábitat de Coccidioides spp., con un clima semidesértico, suelos arenosos, ricos 

en sales, con pH de 4.1-8.6 y encontrando al hongo en profundidades de 10-40 

cm, en el suelo. Además, Cordeiro et al. (2010) encontraron que las infecciones 
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por Coccidioides, se relacionaron con la caza de los armadillos, concluyendo que 

el hongo se encontraba asociado con los armadillos y sus madrigueras. 

 

Epidemiología 

Los reportes de pacientes hospitalizados por esta enfermedad en las últimas 

décadas, muestran que los grupos más afectados son, varones de 50 años, 

filipinos, afroamericanos, personas embarazadas, personas con síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida y otros individuos inmunocomprometidos (Johnson et 

al., 2014). La incidencia de la coccidioidomicosis se ha asociado con el origen 

étnico, el estado inmune del hospedero y la ocupación, así como personas que 

trabajan en ciertos ambientes exteriores, tal como trabajadores de la construcción, 

quienes han mostrado ser una población susceptible para contraer la enfermedad 

por el riesgo de exposición al hongo en zonas endémicas (Wilken et al., 2015). 

Un estudio reciente realizado por Luo et al. (2016) en Estados  Unidos, mostró que 

la tendencia de hospitalización en pacientes con coccidioidomicosis se ha 

incrementado en los últimos años. Durante un periodo de 8 años, identificaron 

30,870 hospitalizaciones de pacientes con coccidioidomicosis, de los cuales 

29,584 fueron adultos y 286 niños. Sus resultados evidenciaron que el número de 

hospitalizaciones fue variable, sin embargo aumentó en conjunto, con picos más 

altos en 2009 y 2011. Asimismo, las hospitalizaciones se identificaron en 46 

estados, pero los estados con más casos fueron Arizona (49,1%), seguido de 

California (36.8%), Texas (3.3%) y Nevada (1.6%). Por otro lado, también 

mostraron que la mortalidad hospitalaria se asoció con los grupos de edad entre 

61 y > 70 años. 
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En México, dado que desde 1994, la coccidioidomicosis dejó de ser una 

enfermedad de notificación obligatoria, no existen datos epidemiológicos 

fidedignos que nos indiquen el número de casos en el país. Sin embargo, Laniado-

Laborín (2007) sugiere, de acuerdo con encuestas de pruebas cutáneas 

realizadas en México, que las infecciones por Coccidioides spp. son tan 

prevalentes como en las áreas endémicas de los Estados Unidos. Asimismo, un 

trabajo realizado por Mondragón-González et al. (2005), en el que aplicaron 

pruebas cutáneas con coccidioidina y encuestas de prevalencia de la infección, 

mostraron tasas de 10% (Tijuana, Baja California, 1991), 40% (Torreón, Coahuila, 

1999) y 93% (en 12 comunidades en el estado de Coahuila, 2005). 

Por otro lado, un estudio reciente realizado por Corzo-León et al. (2015), en el cual 

estimaron las tasas de infecciones fúngicas serias, encontraron que las más 

prevalentes son la candidiasis vulvovaginal recurrente (5,999/100,000), seguido de 

la aspergilosis broncopulmonar alérgica (60/100,000), aspergilosis pulmonar 

crónica (15,9/100,000), queratitis micótica (10,4/100,000), candidiasis invasiva 

(8,6/100,000) y la coccidioidomicosis (7,6/100,000). Los autores mencionan que 

éstas se encuentran asociadas con altas tasas de morbilidad y mortalidad, lo que 

apoya la importancia de la coccidioidomicosis en México. 

 

Manifestaciones clínicas de la coccidioidomicosis 

El espectro de la coccidioidomicosis es muy amplio y está asociado de manera 

importante a las defensas del hospedero, al tamaño del inóculo, y posiblemente a 

la virulencia del hongo, entre otros factores. Aproximadamente el 60% de las 

infecciones clínicas ocurren con pocos o ningún síntoma respiratorio, mientras que 
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el 40% de los pacientes que son sintomáticos pueden presentar una enfermedad 

aguda o subaguda, que puede ir desde un cuadro similar a una gripe hasta una 

neumonía progresiva. Los síntomas generalmente inician dentro de 7 a 21 días 

después de la inhalación de los artroconidios. Los pacientes sintomáticos pueden 

presentar fiebre, tos, malestar en el pecho y fatiga, estos síntomas generalmente 

duran menos de 3 semanas, aunque puede haber fatiga prolongada con 

manifestaciones cutáneas transitorias, incluyendo erupción cutánea y eritema 

nodoso, en 10 a 50% de los pacientes. En aproximadamente el 25% de los casos 

de enfermedad pulmonar, ésta será similar a otras neumonías adquiridas por 

causas diferentes, es decir con dolor pleurítico, tos (por lo general no productiva), 

fiebre, artralgias y mialgias. Sin embargo, puede desarrollarse una neumonía 

progresiva, la cual puede involucrar a la pleura y necrosis con cavitación. La 

mayoría de los pacientes con una amplia participación pulmonar no tienden a una 

enfermedad extrapulmonar. Por lo que respecta a la coccidioidomicosis 

diseminada, se estima que ocurre en menos del 5% de los pacientes sintomáticos 

(Saubolle et al., 2007). 

Así mismo, Coccidioides spp. puede invadir las meninges de la base del cráneo, 

manifestándose cefalea, que aparece hasta en 75% de los casos, también existen 

pacientes que presentan síntomas neurológicos focales como ataxias, alteraciones 

de la marcha, diplopía o parálisis facial central (Matuk et al., 2014). 

Se ha mostrado que los pacientes de origen étnico negro o asiático 

(especialmente filipino), las mujeres embarazadas en el tercer trimestre, y 

cualquier paciente inmunocomprometido, tienen mayor riesgo para desarrollar la 

enfermedad diseminada. La diseminación es un evento clínico temprano, 
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fundamentalmente extrapulmonar, y los sitios involucrados incluyen piel, ganglios 

linfáticos, huesos, articulaciones y el sitio afectado más grave es el sistema 

nervioso central (Stockamp y Thompson, 2016). 

 

Diagnóstico de la coccidioidomicosis 

El diagnóstico de la coccidioidomicosis durante las últimas décadas, se ha 

fundamentado tradicionalmente, en los resultados de una combinación de datos 

clínicos, estudios de gabinete y de laboratorio. Los estudios de gabinete 

(imagenológicos) usualmente proporcionan un diagnóstico presuntivo, mientras 

que los procedimientos de laboratorio son necesarios para establecer el 

diagnóstico definitivo de la enfermedad. El diagnóstico decisivo se realiza, de 

preferencia, por el aislamiento del agente causal en las muestras clínicas, pero 

puede ser difícil en las primeras etapas de la enfermedad; ya que el crecimiento 

del hongo es lento y hay que esperar hasta seis semanas para identificarlo en 

cultivo. Tales inconveniencias hacen necesario recurrir a métodos más rápidos, 

precisos y sensibles que permitan evidenciar la presencia del agente etiológico o 

de sus productos, en muestras del paciente. 

Las pruebas serológicas para el diagnóstico de la coccidioidomicosis son muy 

importantes y quizá las más frecuentemente empleadas, entre estas se 

encuentran la prueba de precipitación en tubo (PT) y el ensayo de fijación del 

complemento (FC). Cada una depende de un antígeno específico, para la PT, 

ahora es conocido que se trata de una β-glucosidasa de 120 kDa, estable al calor, 

mientras que para la FC, es una quitinasa lábil al calor (Hung et al., 2001; Johnson 

et al., 1993). Los ensayos de PT detectan una inmunoglobulina de tipo IgM y son 
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positivos al inicio de la enfermedad y, a veces, durante la recurrencia. Mientras 

que los ensayos de FC suelen ser positivos, por lo general después de 2-3 

semanas de la enfermedad, detectan IgG, y su título tiene implicaciones 

pronosticas, ya que altos títulos, auguran una enfermedad grave o diseminada. En 

las personas que resuelven su enfermedad clínica, ambas reacciones se vuelven 

negativas con el tiempo. Además, se ha utilizado el inmunoensayo enzimático 

(EIA), el cual ha mostrado una especificidad del 98.5% y una sensibilidad de 

95.5% (Ampel, 2015). 

El análisis histopatológico de tejido es otra opción diagnóstica, pero su buena 

interpretación depende del muestreo adecuado, de la experiencia del observador y 

de la técnica histoquímica apropiada (Muñoz-Hernández et al., 2008). De manera 

que, se ha hecho necesario el desarrollo de pruebas que permitan descartar 

mimetismo antigénico o morfológico de este organismo con otros agentes que 

producen cuadros clínicos similares (Millar et al., 2003). 

Por otro lado, el análisis con base en la detección de la huella genética del hongo 

puede ser una herramienta útil para el diagnóstico, debido a su rapidez y 

especificidad, sin el requisito del crecimiento del organismo o de confiar en la 

respuesta del hospedero. Sin embargo, a pesar de numerosos marcadores 

moleculares que han sido diseñados para la identificación de Coccidioides spp., a 

la fecha, éstos no están disponibles comercialmente, y menos aún, estandarizados 

para su utilización en laboratorios de rutina diagnóstica. 
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Identificación molecular de Coccidioides 

El trabajo orientado a la identificación de las dos especies del género 

Coccidioides, fue el realizado por Fisher et al. (2002) quienes a través de la 

utilización de microsatélites, mostraron que, los denominados GAC2 y 621, eran 

diagnósticos para las especies C. immitis y C. posadasii. Bialek et al. (2004) 

diseñaron una sonda con base en la secuencia del gen Ag2/PRA que permite el 

reconocimiento de C. posadasii, sin embargo, estos autores no incluyeron cepas 

de C. immitis para confirmar su especificidad. Por otro lado, Umeyama et al. 

(2006) desarrollaron oligonucleótidos específicos para las dos especies con base 

en una región de DNA no especificada, pero que discrimina entre éstas con base 

en el tamaño del fragmento amplificado. Greene et al. (2000), diseñaron 

oligonucleótidos con base en la región ITS (Internal Transcribed Spacer) para C. 

immitis, pero no reportaron la secuencia en C. posadasii. Asimismo, Tintelnot et al. 

(2007) diseñaron oligonucleótidos a partir de las secuencias de las regiones ITS 

del rDNA (NS7-ITS2, ITS1-ITS4, ITS2-ITS5, ITS3-ITS4, ITS4-ITS5, ITS3-R635 y 

F63-R635) y de todos los oligonucleótidos probados, sólo los ITS3 y 4 

diferenciaron las dos especies. Sin embargo, a pesar de los marcadores 

moleculares desarrollados hasta el momento, ninguno ha sido estandarizado para 

ser utilizado en la identificación especie-específica, por lo que se continúa en la 

búsqueda de éstos. 

Por otro lado, varios investigadores han obtenido marcadores SCAR a partir de 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), y RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA), estos marcadores son diseñados con base en una secuencia 

conocida del genoma del organismo en estudio, pueden representar un solo locus 
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en el genoma. Los marcadores SCAR resultan útiles en la construcción de 

bibliotecas genómicas, en el control biológico para estudiar la persistencia de 

cepas en el ambiente y en la identificación de híbridos en plantas. Este tipo de 

marcadores son una herramienta importante para el desarrollo de ensayos 

sensibles y específicos que pueden ser utilizados para identificar hongos, como ha 

sido descrito por varios autores (Abbasi et al.,1999; Li et al., 1999; Linde et al., 

2004; Weber et al., 2002; Xu et al., 2001, 2002). 

Recientemente, Frías De León et al. (2012) obtuvieron marcadores SCARs 

generados por RAPD-PCR, para detectar el hongo Histoplasma capsulatum. Estos 

marcadores resultaron ser altamente específicos y sensibles para detectar el 

hongo en muestras clínicas y en muestras de diferentes fuentes de infección, por 

lo que este tipo de marcadores también pueden ser una alternativa interesante 

para el caso de la coccidioidomicosis. 

Duarte-Escalante (2014), obtuvo un marcador SCAR denominado SCAR300, a 

partir de patrones polimórficos generados por AFLP, en los cuales se identificaron 

bandas compartidas en ambas especies de hongos. Posteriormente, éstas fueron 

reamplificadas, clonadas y secuenciadas. Las secuencias obtenidas fueron 

comparadas con las secuencias de hongos depositadas en el GenBank para 

descartar homología con otros hongos patógenos y con base en este análisis, se 

acotaron las secuencias iniciales de los fragmentos clonados, eliminando las 

secuencias compartidas y se diseñaron los oligonucleótidos específicos, este 

marcador solo reconoció a las dos especies de Coccidioides y presentó alta 

sensibilidad, por lo que éste fue evaluado como herramienta diagnóstica en la 

identificación de Coccidioides spp. en muestras biológicas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En México, existen pocos estudios clínico-epidemiológicos que permitan 

determinar la frecuencia de la coccidioidomicosis, ya que desde 1994 dejó de ser 

una enfermedad de reporte obligatorio. Sin embargo, de acuerdo con datos 

epidemiológicos de la coccidioidomicosis en México, previos a esta fecha, estiman 

anualmente más de 1500 casos de coccidioidomicosis primaria y 15 casos de 

enfermedad diseminada. Por lo que se sugiere que la situación actual de la 

enfermedad puede haber seguido un desarrollo parecido al de los Estados Unidos, 

donde las altas tasas de prevalencia e incidencia se dispararon a partir del inicio 

de la década de los noventa. 

Por otro lado, la coccidioidomicosis comparte características epidemiológicas, 

clínicas e histopatológicas con otras enfermedades de etiología fúngica y no 

fúngica, lo que dificulta su tratamiento en caso de no contar con los medios 

diagnósticos adecuados. El diagnóstico convencional de la coccidioidomicosis se 

realiza con base en estudios de gabinete (clínicos y radiológicos), de laboratorio y 

en la identificación del hongo mediante un examen directo en fresco o teñido con 

diferentes técnicas y/o a través del cultivo de muestras biológicas del paciente, lo 

que puede tardar varios días o semanas. Estos inconvenientes hacen necesario 

recurrir a métodos más rápidos, precisos y sensibles que permitan evidenciar la 

presencia del agente etiológico en muestras clínicas, como son los marcadores 

moleculares, sin embargo a pesar de que se han desarrollado varios marcadores, 

ninguno ha sido estandarizado para ser utilizado de manera rutinaria en el 

diagnóstico de esta enfermedad. Por lo que en el presente trabajo se evaluó la 

especificidad y sensibilidad del marcador molecular SCAR300, en muestras 
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biológicas (sangre y esputo) inoculadas experimentalmente con DNA de C. 

posadasii y su eficiencia se comparó contra la de otros marcadores moleculares 

descritos en la literatura. 

 

HIPÓTESIS 

 

Si el marcador molecular SCAR300 es específico y sensible entonces permitirá 

identificar DNA de Coccidioides spp. en muestras biológicas (sangre y esputo) 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la especificidad y sensibilidad del marcador molecular SCAR300 para 

identificar DNA de Coccidioides spp. en muestras biológicas (sangre y esputo) 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Corroborar por PCR, la especificidad del marcador SCAR300 utilizando DNA 

de diferentes aislados de C. immitis y C. posadasii, y DNA de hongos 

patógenos relacionados (Aspergillus niger, A. fumigatus, H. capsulatum, 

Sporothrix schenckii y Candida glabrata) y Mycobacterium tuberculosis 

2. Determinar por PCR, la sensibilidad del marcador SCAR300 utilizando 

diferentes concentraciones de DNA de un aislado de C. posadasii 

3. Determinar por PCR, la sensibilidad del marcador SCAR300 en muestras de 

sangre total inoculadas con diferentes concentraciones de DNA de un 

aislado de C. posadasii 
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4. Determinar por PCR, la sensibilidad del marcador SCAR300 en muestras de 

esputo inoculadas con diferentes concentraciones de DNA de un aislado de 

C. posadasii 

5. Comparar la sensibilidad del marcador SCAR300 en muestras de sangre y 

esputo, contra la sensibilidad del marcador Ag2/PRA (Bialek et al., 2004) y 

los microsatélites GAC2 y 621 (Fisher et al., 2002). 

 

TIPO DE ESTUDIO 

Se llevó a cabo un estudio prospectivo, experimental y analítico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislados 

Se utilizaron 40 aislados, cuatro correspondientes a C. immitis y 36 a C. posadasii, 

obtenidos de la colección de cepas del Laboratorio de Micología Molecular, Unidad 

de Micología, Facultad de Medicina, UNAM (Tabla 1). Todos los aislados se 

sembraron en tubos con agar-Mycobiotic® (Bioxon, México), y se incubaron a 28°C 

durante 5 días o hasta observar buen crecimiento para los ensayos posteriores. 

 

Tabla 1. Aislados de C. immitis y C. posadasii 
______________________________________________________ 
 
Aislado        Especie 
______________________________________________________ 
 

LA  C. immitis 

HJ C. immitis 

M40-05 C. immitis 

62  C. immitis 

43.3 C. immitis 

ZVJ C. posadasii 

QR (deltoides) C. posadasii 

QR (pie) C. posadasii 

M39-05 C. posadasii 

M54-06 C. posadasii 

073129 C. posadasii 

GGM C. posadasii 
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HU-1 C. posadasii 

ANJ C. posadasii 

QR (rodilla) C. posadasii 

083376 C. posadasii 

M56-08 C. posadasii 

HU-24 C. posadasii 

HU-18 C. posadasii 

083377 C. posadasii 

5256 C. posadasii 

MA C. posadasii 

073089 C. posadasii 

HU-12 C. posadasii 

073130 C. posadasii 

083382  C. posadasii 

M28-05 C. posadasii 

M30-05 C. posadasii 

M57-08 C. posadasii 

37.3 C. posadasii 

073131 C. posadasii 

HU-2 C. posadasii 

M12-04 C. posadasii 

M23-05 C. posadasii 

HU-11 C. posadasii 
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972579 C. posadasii 

073094 C. posadasii 

083380 C. posadasii 

083381 C. posadasii 

EM C. posadasii 

 

Muestras biológicas 

Se utilizaron muestras de sangre total y esputo, obtenidas de un donante humano 

inmunocompetente. 

 

Obtención de DNA de los aislado de C. immitis y C. posadasii 

Los aislados de C. immitis y C. posadasii fueron crecidos en agar-Mycobiotic®  

(Bioxón, MX) y resembrados en matraces con medio líquido YPD (extracto de 

levadura 10%-peptona10%-dextrosa 20%) durante 7-10 días a 28°C para obtener 

la biomasa micelial de cada aislado. Cada micelio se cosechó por filtración al 

vacío, y se utilizó papel filtro estéril. El micelio se lavó con agua estéril Milli-Q 

(Millipore, FR) para eliminar residuos del medio de cultivo y se secó el micelio con 

papel filtro estéril. 

El procedimiento para la extracción del DNA se llevó a cabo con el kit comercial 

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, EUA) como se describe a continuación: se 

tomaron 100 mg de la biomasa micelial y se depositaron en tubos estériles de 1.5 

mL, conteniendo 0.2 g de perlas de vidrio (400-455 µm), se agregaron 400 µL de 

amortiguador de lisis AP1 a cada tubo. Los tubos se procesaron en el equipo 

FastPrep® (Thermo Savant Instruments, EUA) con 4 periodos de 40 s a 6 m/s con 
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5 minutos de enfriamiento en hielo entre cada periodo. A continuación, se 

adicionaron 4 µL de RNAsa (100/mL), se agitó vigorosamente en el vórtex 

(Daigger, EUA) y se incubó la mezcla por 10 minutos a 65°C, mezclando 2 o 3 

veces por inversión. Después de la incubación, se adicionaron 130 µL del 

amortiguador P3 y se incubó por 5 minutos en hielo y se centrifugó a 14 000 rpm 

durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirió a una columna lila QIAshredder 

mini spin colocada en un tubo colector de 2 mL y se centrifugó a 14 000 rpm por 2 

minutos. El sobrenadante obtenido se cuantificó y se transfirió a un tubo nuevo, se 

adicionaron 1.5 volúmenes del amortiguador AW1 y se mezcló con la ayuda de la 

micropipeta hasta obtener una mezcla homogénea. Se tomaron 650 µL de esta 

mezcla y se transfirieron a una columna blanca DNeasy mini spin colocada en un 

tubo colector de 2 mL, se centrifugó por 1 minuto a 9000 rpm, desechando el 

sobrenadante obtenido, este paso se repitió hasta acabar con todo el volumen. 

Posteriormente, se cambió el tubo colector, y se realizaron dos lavados con 500 

µL del amortiguador AW2, el primero se centrifugó por 1 minuto a 8000 rpm y el 

segundo lavado a 14 000 rpm por 2 minutos. Para eliminar el exceso del 

amortiguador AW2, se centrifugó la columna spin por 1 minuto a 8 000 rpm. Por 

último, para eluir el DNA, la columna se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 mL, 

adicionando a la columna spin 100 µL de agua Milli-Q sobre la membrana, dejando 

incubar por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó por 1 minuto a 8 000 

rpm. Se realizó una segunda elución con 50 µL de agua Milli-Q. 

La concentración de los DNA obtenidos se determinó por espectrofotometría 

(Spectrophotometer DS-11, DeNovix, EUA) y por electroforesis en gel de agarosa 

al 1%, comparando contra diferentes concentraciones (20, 50 y 100 ng/µL) del 
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fago λ (GIBCO BRL®,  EUA). Antes de cargar cada muestra de DNA en el gel, se 

mezcló con 2 µL de GelRed TM Nucleic Acid Gel Stain 10000X (Biotium, EUA) 

diluido (3:1000) con el amortiguador de carga 6X (0.25% p/v azul de bromofenol, 

0.25% p/v xileno cianol FF, 30% v/v glicerol). 

El corrimiento electroforético se realizó a 100 V en amortiguador TBE 0.5X (Tris-

Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1mM). La imagen se capturó en un 

Transiluminador M-20 MultiDoc-ITTM Imaging System UVP (Upland, EUA). Los 

DNAs fueron conservados a 4°C hasta su uso. 

 

Evaluación por PCR, de la especificidad del marcador SCAR300 utilizando 

DNA de aislados de C. immitis y C. posadasii 

Para corroborar la eficiencia del marcador SCAR300, éste fue probado con todos 

los DNAs obtenidos de aislados de Coccidioides incluidos en el estudio. Las 

condiciones para la PCR fueron las descritas por Duarte-Escalante (2014): la 

mezcla de reacción se realizó en un volumen total de 25 L, la cual consistió en 

dNTPs 200 M, MgCl2 2 mM, 100 pmol de cada oligonucleótido SCAR300-F (5’-

AATGGCGTTAAGTGGGTC-3’) y SCAR300-R (5’-AAGCCACTTACACAATCCAG-

3’) y 1U de Taq polimerasa en amortiguador 1X. El programa de amplificación fue: 

un ciclo a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s y 72°C 

por 1 minutos y un ciclo de extensión a 72 °C por 5 minutos. 

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Esco Swift® MaxiTM 

Thermal Cycler Block (Esco, Singapur). Los productos amplificados se separaron 

en geles de agarosa al 1.5% con amortiguador TBE 0.5X a 100 V por 60 minutos. 
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Se utilizó el marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen, USA) para determinar el 

tamaño molecular de los productos. El gel se visualizó en un fotodocumentador M-

20 MultiDoc-ITTM Imaging System UVP (Upland). 

 

Evaluación por PCR, de la sensibilidad del marcador SCAR300 con 

muestras de DNA obtenidas del aislado HU-1 

Para determinar la cantidad mínima de DNA fúngico que puede ser detectado por 

PCR con el marcador SCAR300, se utilizaron diferentes concentraciones de DNA 

(102 hasta 10-6 ng/µL) obtenido del aislado HU-1, bajo las condiciones descritas 

anteriormente. 

 

Evaluación por PCR, de la especificidad de los marcadores SCAR300, 

Ag2/PRA y microsatélites 621 y GAC2 con DNA obtenido de otros hongos 

patógenos y de M. tuberculosis 

La especificidad de los marcadores SCAR300, Ag2/PRA y microsatélites GAC2 y 

621 fue determinada por PCR según las condiciones descritas previamente, 

utilizando DNA del aislado HU-1, además se incluyó DNA de otros hongos 

patógenos (Aspergillus niger, A. fumigatus, H. capsulatum, Sporothrix schenckii y 

Candida glabrata) y también de M. tuberculosis. 

 

Inoculación experimental en muestras biológicas (sangre y esputo) con 

diferentes concentraciones de DNA de un aislado de C. posadasii y 

obtención del DNA total 
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La sangre y esputo obtenidos del donante fueron repartidos en tubos Eppendorf, 

con 500 µL de sangre o esputo en cada tubo. Cada tubo fue inoculado con una de 

las concentraciones seriadas de DNA obtenido del aislado HU-1 de C. posadasii. 

Las concentraciones utilizadas se prepararon a partir de una concentración de 103 

ng/µL, para obtener: 102, 101, 100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 y 10-6 ng/µL. 

Posteriormente, 30 µL de cada una de estas concentraciones, fue inoculada en los 

tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenían los 500 µL de sangre o esputo. 

Cada uno de los tubos con sangre o esputo inoculados con las diferentes 

concentraciones de DNA del aislado HU-1, fue procesado de manera 

independiente para la obtención de DNA total, usando el kit comercial DNasy 

Blood & Tissue Kit (Qiagen), como se describe a continuación. 

Se utilizaron 150 µL de cada tubo, conteniendo la mezcla de sangre o esputo 

adicionado del DNA del aislado HU-1 y se transfirieron a tubos de 2 mL 

conteniendo 0.2 g de perlas de vidrio estériles, se agregó 20 µL de proteinasa K 

(20 mg/µL). Las muestras se procesaron en el FastPrep (Thermo Savant 

Instruments) por 4 ciclos de 40 s a 4.0 m/s con 5 minutos de enfriamiento en hielo 

entre cada periodo. Posteriormente se adicionaron 200 µL de amortiguador AL, 

mezclando vigorosamente con ayuda de una micropipeta para lograr una solución 

homogénea y se incubó a 56ºC por 10 minutos. Después del periodo de 

incubación, se adicionaron 200 µL de etanol (96-100%) a cada muestra y se 

mezcló hasta obtener una solución homogénea. Cada mezcla fue transferida a 

una columna spin de 2 ml, colocada dentro de un tubo colector y se centrifugó a 8 

000 rpm durante 1 min. Se desechó el filtrado del tubo colector y la columna spin 

se colocó en un nuevo tubo colector. Se agregaron 500 µL de amortiguador AW2 a 
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la columna spin y se centrifugó a 14 000 rpm durante 3 minutos para secar la 

membrana. Por último, el filtrado y el tubo colector se desecharon y la columna 

spin se colocó en un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml, evitando el contacto con el 

etanol filtrado. Se agregaron 200 mL de agua Milli-Q en el centro de la membrana 

de la columna spin, y se incubó a temperatura ambiente por 1 minuto, después se 

centrifugó a 8 000 rpm durante 1 minuto para eluir el DNA. 

Para corroborar la presencia de DNA en todas las muestras se procedió a 

determinar la concentración a través electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

comparando contra diferentes concentraciones (20, 50 y 100 ng/µL) del fago λ 

(GIBCO BRL®). Antes de cargar cada muestra de DNA en el gel, se mezclaron con 

2 µL de GelRed TM Nucleic Acid Gel Stain 10000X (Biotium) diluido (3:1000) con el 

amortiguador de carga 6X (0.25% p/v azul de bromofenol, 0.25% p/v xilene cianol 

FF, 30% v/v glicerol). 

El corrimiento electroforético se llevó a cabo a 100 V en amortiguador TBE 0.5X 

(Tris-Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1mM). La imagen se capturó en un 

Transiluminador M-20 MultiDoc-ITTM Imaging System UVP (Upland). 

 

Evaluación por PCR, de la sensibilidad de los marcadores SCAR300, 

microsatélites GAC2 y 621, y Ag2/PRA en muestras de sangre y esputo 

inoculadas con DNA de C. posadasii 

Una vez cuantificado el DNA total, obtenido de las muestras biológicas (sangre y 

esputo) inoculadas experimentalmente con DNA del aislado HU-1, se procedió a 

realizar los ensayos de PCR con los diferentes marcadores moleculares (SCAR300, 

Ag2/PRA y los microsatélites GAC2 y 621). En todos los ensayos de PCR, en un 
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volumen de reacción total de 50 µL, se utilizaron cuatro volúmenes diferentes (5, 

10, 15 y 20 µL) del DNA total obtenido de la sangre o esputo inoculados con DNA 

de C. posadasii. 

PCR con el marcador SCAR300.  Para realizar la PCR con el marcador 

SCAR300, se utilizaron 5, 10, 15 y 20 µL del DNA total obtenido de la sangre y 

esputo inoculados con diferentes concentraciones de DNA del aislado HU-1, en un 

volumen de reacción de 50 µL, con las mismas condiciones descritas 

anteriormente. 

PCR con los microsatélites GAC2 y 621. Para los ensayos de PCR con 

los microsatélites GAC2 y 621 (Fisher et al., 2002), las condiciones para la 

reacción de PCR fueron las siguientes: se utilizó un volumen de reacción de 50 µL, 

conteniendo amortiguador 1X, 200 µM de dNTPs (Thermo Fisher Scientific), 2.5 

mM de MgCl2, 1.0 U de Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific), 100 pmol de 

cada oligonucleótido GAC2-F (AGGATGCGACCGTCCGAGC), GAC2-R 

(TTTGCGGGAGAATGGCTTCC) y volúmenes de 5, 10, 15 ó 20 µL del DNA total 

obtenido de la sangre y esputo inoculados con diferentes concentraciones de DNA 

del aislado HU-1. Se procedió de la misma manera para la PCR con los 

oligonucleótidos 621-F (ACAATGAACGAGCAGCAAGG) y 621-R 

(TGAAAGATGTGTAGACCCGA). Para ambos microsatélites, se utilizó el siguiente 

programa: un ciclo de 94ºC por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94ºC por 30 s, 

60ºC por 30 s, 72ºC por 5 minutos, 72ºC por 5 minutos y un ciclo terminal de 4ºC 

por 5 minutos. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Esco 

Swift® MaxiTM Thermal Cycler Block (Esco). Los productos amplificados se 

separaron en geles de agarosa al 1.5% con amortiguador TBE 0.5X a 100 V por 
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60 minutos. Se utilizó el marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen) para determinar 

el tamaño molecular de los productos. El gel se visualizó en un Transiluminador M-

20 MultiDoc-ITTM Imaging System UVP (Upland). 

PCR con el marcador Ag2/PRA. Para el método descrito por Bialek et al. 

(2004), las condiciones fueron las siguientes: para la primera reacción de PCR, se 

utilizaron 5, 10, 15 y 20 µL del DNA total obtenido de la sangre y esputo 

inoculados con diferentes concentraciones de DNA del aislado HU-1, en un 

volumen de reacción de 50 µL, conteniendo amortiguador 1X, 200 µM de dNTPs 

(Thermo Fisher Scientific), 2.5 mM de MgCl2, 1.0 U de Taq polimerasa (Thermo 

Fisher Scientific) y 100 pmol de cada oligonucleótido, CoI (5´-GTACTATAGGG 

AGGATAATCGTT-3´) y CoII (5´-GGTCTGAATGATCTGACGCA-3´). Se utilizó el 

siguiente programa: un ciclo a 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C 

por 30 s, 50°C por 30 s y 72°C por 1 minuto, con un paso de extensión final a 72°C 

por 5 minutos. La segunda reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total 

de 25 µL, 2 µL del producto de la primera PCR, amortiguador 1X, 200 µM de 

dNTPs (Thermo Fisher Scientific), 1.5 mM de MgCl2, 1 U de Taq polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific) y 100 pmol de cada oligonucleótido, CoIII (5´-ATCCCA 

CCTTGCGCTGTATGTTCGA-3´) y CoIV (5´-GGAGAC 

GGCTGGATTTTTTAACATG-3´). Para la segunda PCR, se utilizó el siguiente 

programa: un ciclo a 94°C por 5 minutos seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 s, 

60°C por 30 s y 72°C por 1 minutos, con un paso de extensión final a 72°C por 5 

minutos. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Esco Swift® 

MaxiTM Thermal Cycler Block (Esco). Los productos amplificados se separaron en 

geles de agarosa al 1.5% con amortiguador TBE 0.5X a 100 V por 60 minutos. Se 
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utilizó el marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen) para determinar el tamaño 

molecular de los productos. El gel se visualizó en un Transiluminador M-20 

MultiDoc-ITTM Imaging System UVP (Upland). 

 

RESULTADOS 

 
Obtención de DNA de los aislados de C. immitis y C. posadasii 

Los DNAs, obtenidos de los 40 aislados incluidos en el estudio, fueron 

cuantificados a través de espectrofotometría, mostraron concentraciones entre 14-

460 ng/µL (Tabla 2) y la mayoría mostraron un grado de pureza aceptable con 

valores entre 1.7-2.0. Además, se llevó a cabo una cuantificación cualitativa para 

corroborar la concentración e integridad de los DNAs, a través de electroforesis en 

gel de agarosa al 1% (Figura 1a-c). Las concentraciones de todos los DNAs fueron 

ajustadas a 20 ng/µL, para los ensayos de PCR. 

 

 

Tabla 2. Concentración de DNA de los aislados de C. immitis y C. posadasii 
_______________________________________________________________ 
Aislado     Especie        Concentración           Pureza 
                                                                          (ng/µL)               (A260/A280) 
_______________________________________________________________ 
 
LA  C. immitis 124.05 2.3 

HJ  C. immitis 309.62 1.8 

M40-05 C. immitis 68.01 2.04 

62  C. immitis 93.6 2.01 

43.3 C. immitis 24.8 3.3 
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ZVJ C. posadasii 29.0 1.9 

QR (deltoides) C. posadasii 56.67 1.7 

QR (pie) C. posadasii 14.42 1.3 

M39-05 C. posadasii 94.65 1.4 

M54-06 C. posadasii 36.62 2.05 

073129 C. posadasii 100.72 1.9 

GGM C. posadasii 76.27 1.6 

HU-1 C. posadasii 79.27 1.6 

ANJ C. posadasii 85.97 1.4 

QR (rodilla) C. posadasii 66.075 2.01 

083376 C. posadasii 61.02 2.01 

M56-08 C. posadasii 16.3 2.9 

HU-24 C. posadasii 218.55 1.9 

HU-18 C. posadasii 42.5 2.5 

083377 C. posadasii 15.37 3.2 

5256 C. posadasii 18.8 2.8 

MA C. posadasii 36.52 2.25 

073089 C. posadasii 27.7 2.64 

HU-12 C. posadasii 46.57 2.2 

073130 C. posadasii 92.32 2.15 

083382  C. posadasii 49.02 2.5 

M28-05 C. posadasii 47.95 2.25 

M30-05 C. posadasii 17.68 2.26 
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M57-08 C. posadasii 55.87 2.19 

37.3 C. posadasii 59.22 2.2 

073131 C. posadasii 19.55 2.5 

HU-2 C. posadasii 35.45 2.4 

M12-04 C. posadasii 25.25 3.2 

M23-05 C. posadasii 36.31 2.4 

HU-11 C. posadasii 42.05 2.3 

972579 C. posadasii 412.05 1.7 

073094 C. posadasii 32.92 2.2 

083380 C. posadasii 55.77 2.1 

083381 C. posadasii 454.42 2 

EM C. posadasii 14.05 3.2 

________________________________________________________________ 

 

 

La cuantificación de los DNAs obtenidos de aislados de C. immitis y C. posadasii, 

realizada por electroforesis, mostró que las concentraciones obtenidas estuvieron 

entre 10->100 ng/µL y se observó una buena calidad del DNA en la mayoría de los 

aislados para ser utilizado en ensayos subsiguientes (Figura 1a-c). 
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a 

 

b 

 

c 

Figura 1 (a-c). Cuantificación de DNA obtenido de aislados de C. immitis y C. posadasii. 

La electroforesis se llevó en gel de agarosa al 1%, de acuerdo con lo descrito en 

materiales y métodos. Se utilizaron concentraciones de 10, 30, 50 y 100 ng/µL de fago  

(GIBCO BRL®) como testigos. 
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Evaluación por PCR, de la especificidad del marcador SCAR300 utilizando 

DNA de aislados de C. immitis y C. posadasii 

Todos los DNAs de C. immitis y C. posadasii amplificaron la banda esperada de 

300 pb, como se muestra en las Figuras 2a-c. 

a 

b 

c 

Figura 2 (a-c). PCR con el marcador SCAR300. La PCR se realizó de acuerdo a lo descrito 

en materiales y métodos. Testigo negativo (-), marcador de tamaño molecular de 100 pb 

DNA ladder (Invitrogen). 
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Una vez corroborado el marcador SCAR300, se eligió el DNA del aislado HU-1, ya 

que éste es un aislado de referencia que ha sido utilizado en trabajos previos. 

Enseguida se procedió a confirmar la calidad y cantidad del DNA del aislado HU-1 

por electroforesis para utilizarlo en los ensayos siguientes (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Cuantificación de DNA obtenido del aislado HU-1. La electroforesis se llevó a 

cabo en gel de agarosa al 1%. Se utilizaron concentraciones de 10, 50 y 100 ng/µL de 

fago  (GIBCO BRL®). 

 

Evaluación por PCR, de la sensibilidad del marcador SCAR300 con 

muestras de DNA obtenidas de C. posadasii 

Para determinar la cantidad mínima de DNA fúngico que puede ser detectado por 

PCR con el marcador SCAR300, se amplificaron por PCR, diferentes 

concentraciones de DNA de un aislado de C. posadasii (HU-1), que fueron desde 

102 hasta 10-6 ng/µL (Figura 4). Se evidenció amplificación en las tres primeras 

concentraciones probadas, desde 102 hasta 100 ng/µL, observando el amplicón 

esperado de 300 pb, por lo que la sensibilidad del marcador fue de 1 ng/µL, el 

ensayo se realizó por duplicado para corroborar el resultado. 
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Figura 4. Evaluación de la sensibilidad del marcador SCAR300. La PCR se realizó con 

diferentes concentraciones de DNA del aislado de C. posadasii (HU-1), como se describió 

en materiales y métodos. Testigo negativo (-), marcador de tamaño molecular de 100 pb 

DNA ladder (Invitrogen). 

 

Evaluación por PCR, de la especificidad de los marcadores SCAR300, 

Ag2/PRA y microsatélites 621 y GAC2 con DNA obtenido de otros hongos 

patógenos y M. tuberculosis 

El marcador SCAR300 amplificó el DNA de C. posadasii (HU-1), y mostró el 

producto esperado de 300 pb, mientras que los DNAs obtenidos de otros hongos 

patógenos y M. tuberculosis, no evidenciaron amplificación (Figura 5). El 

microsatélite 621 también amplificó el DNA de C. posadasii (HU-1), y mostró el 

producto esperado de 400 pb, mientras que los DNAs obtenidos de otros hongos 

patógenos no mostraron amplificación (Figura 6). El microsatélite GAC2 amplificó 

el DNA de C. posadasii (HU-1), y mostró el producto esperado de 200 pb, sin 

embargo también amplificó varios productos de diferentes tamaños con DNA de A. 

fumigatus, H. capsulatum, A. niger, S. schenkii y de M. tuberculosis (Figura 6). 

Asimismo, el marcador Ag2/PRA amplificó el DNA de C. posadasii (HU-1), y reveló 

el producto esperado de 300 pb, no obstante, también amplificó un producto de 
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200-300 pb con DNA de S. schenckii, mientras que el resto de los hongos no 

mostraron amplificación (Figura 7). 

 

 

Figura 5. Especificidad del marcador SCAR300. La determinación de la especificidad del 

marcador SCAR se realizó de acuerdo con lo descrito en materiales y métodos, utilizando 

DNAs de otros hongos patógenos y de M. tuberculosis. Testigo negativo (-), marcador de 

tamaño molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen). 

 

 

Figura 6. Especificidad de los microsatélites 621 y GAC2. La determinación de la 

especificidad de los microsatélites se realizó de acuerdo con lo descrito en materiales y 

métodos, utilizando DNAs de otros hongos patógenos y de M. tuberculosis. Testigo 

negativo (-), marcador de tamaño molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen). 
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Figura 7. Especificidad del marcador Ag2/PRA. La determinación de la especificidad del 

marcador se realizó de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos, utilizando DNAs de 

otros hongos patógenos y de M.tuberculosis. Testigo negativo (-), marcador de tamaño 

molecular de 100 pb DNA ladder (Invitrogen). 

 

Inoculación experimental en muestras biológicas (sangre y esputo) con 

diferentes concentraciones de DNA de un aislado de C. posadasii y 

obtención del DNA total 

El DNA total obtenido de las muestras de sangre (Figura 8) y de esputo (Figura 9), 

inoculadas con diferentes concentraciones de DNA del aislado HU-1 y DNA total 

de la muestra biológica sin inoculo como testigo negativo (-), fueron cuantificados 

por electroforesis en gel de agarosa. En todas las muestras probadas se obtuvo 

DNA total, en concentraciones que fueron entre 10-100 ng/µL en sangre (Figura 8) 

y 50-100 ng/µL en esputo (Figura 9).  
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Figura 8. Electroforesis de DNA total obtenido de sangre inoculada con diferentes 

concentraciones de DNA del aislado HU-1. Se utilizó DNA total de sangre sin inoculo 

como testigo negativo (-) y diferentes concentraciones de DNA del fago lambda (GIBCO 

BRL®) como testigos. 

 

 

Figura 9. Electroforesis de DNA total obtenido de esputo inoculado con diferentes 

concentraciones de DNA del aislado HU-1. Se utilizó DNA total de esputo sin inoculo 

como testigo negativo (-) y diferentes concentraciones de DNA del fago lambda (GIBCO 

BRL®) como testigos. 

 

Evaluación por PCR, de la sensibilidad de los marcadores SCAR300, 

microsatélites GAC2 y 621, y Ag2/PRA en muestras de sangre y esputo 

inoculadas con DNA de C. posadasii 

Sensibilidad del marcador SCAR300. Después de amplificar el DNA total 

obtenido de sangre o esputo inoculada con las diferentes concentraciones de DNA 
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del aislado HU-1, utilizando cuatro volúmenes diferentes (5, 10, 15 y 20 µL) de 

éstas para la PCR, se observaron las bandas esperadas de 300 pb desde la 

concentración 2.83x101 hasta 2.83x10-1 ng/µL con 10, 15 y 20 µL y de 2.83x101 

ng/µL con 5 µL en sangre (Figura 10), mientras que en la muestra de esputo 

usando los volúmenes de 5 y 15 µL se observaron bandas desde 2.83x101 ng/µL 

hasta 2.83x100 ng/µL, de igual forma con volúmenes de 10 y 20 µL se obtuvieron 

bandas desde 2.83x101 hasta 2.83x10-1 ng/µL (Figura 11). 

 

 

 

Figura 10. PCR con el marcador SCAR300. La PCR se realizó con las muestras de DNA 

total obtenidas de sangre inoculada con diferentes concentraciones de DNA de C. 

posadasii. Testigo negativo: DNA de sangre total sin inoculo (-), testigo positivo: DNA del 

aislado C. posadasii (HU-1) (+). 
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Figura 11. Sensibilidad del marcador SCAR300. La PCR se realizó con diferentes 

volúmenes (5, 10, 15 y 20 µL) de DNA total obtenido de muestras de esputo inoculadas 

con diferentes concentraciones de DNA de C. posadasii, Testigo negativo: DNA  total de 

esputo sin inoculo (-), testigo positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 

 

Sensibilidad de los microsatélites GAC2 y 621. Después de amplificar 

el DNA total obtenido de sangre o esputo, inoculadas con las diferentes 

concentraciones de DNA del aislado HU-1, de cada concentración se utilizaron 

cuatro volúmenes diferentes (5, 10, 15 y 20 µL) para la PCR, con el microsatélite 

GAC2, se observaron para las muestras de sangre, bandas esperadas de 200 pb, 

desde la concentración 2.83x101 hasta 2.83x10-6 ng/µL con 5 µL, mientras que con 

un volumen de 10 µL de DNA total, el amplicón esperado se mostró desde las 

concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-1 ng/µL, asimismo con un volumen de 

15 y 20 µL de DNA total, el amplicón esperado se obtuvo en las concentraciones 

de 2.83x101 hasta 2.83x10-2 ng/µL (Figura 12). Para el DNA total de esputo, se 

obtuvo un amplicón de 200 pb, en las concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x100 

para un volumen de 20 µL, mientras que para los volúmenes de 5, 10 y 15 µL, se 
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obtuvieron bandas esperadas desde la concentración de 2.83x101 hasta 2.83x10-1 

ng/µL (Figura 13). 

 

Figura 12. Sensibilidad del microsatélite GAC2, usando diferentes volúmenes (5, 10, 15 y 

20 µL) de las muestras de DNA total obtenidas de sangre inoculada con diferentes 

concentraciones de DNA de C. posadasii. Testigo negativo: DNA  de sangre total sin 

inoculo (-), testigo positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 
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Figura 13.  Sensibilidad del microsatélite GAC2, usando diferentes volúmenes de las 

muestras de DNA total obtenidas de esputo inoculada con diferentes concentraciones de 

DNA del aislado HU-1. Testigo negativo: DNA  total de esputo sin inoculo (-), testigo 

positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 

 

La PCR con el microsatélite 621, mostró el amplicón de 400 pb, desde la 

concentración 2.83x101ng/ µL hasta 2.83x10-1 ng/µL con 5 µL de DNA total, 

mientras que con un volumen de 10 µL de DNA total, el amplicón esperado se 

obtuvo desde las concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-7 ng/µL, asimismo 

con un volumen de 15 µL de DNA total, el amplicón se obtuvo en las 

concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-3 ng/µL, finalmente con 20 µL de DNA 

total, el amplicón se obtuvo en las concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-2 

ng/µL (Figura 14). La PCR con el DNA total de esputo, evidenció bandas de 400 

pb, desde la concentración 2.83x101ng/ µL hasta 2.83x10-7 ng/µL con 5 µL de DNA 

total, mientras que con un volumen de 10 µL de DNA total, el amplicón esperado 

se obtuvo desde las concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-6 ng/µL, asimismo 

con un volumen de 15 µL de DNA total, el amplicón esperado se obtuvo en las 
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concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-3 ng/µL, finalmente con 20 µL de DNA 

total, el amplicón esperado se obtuvo en las concentraciones de 2.83x101 hasta 

2.83x10-2 ng/µL (Figura 15). 

 

 

Figura 14. Sensibilidad del microsatélite 621, usando diferentes volúmenes (5, 10, 15 y 20 

µL) de las muestras de DNA total obtenidas de sangre inoculada con diferentes 

concentraciones de DNA de C. posadasii. Testigo negativo: DNA  total de sangre sin 

inoculo (-), testigo positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 

 



49 
 

 

Figura 15. Sensibilidad del microsatélite 621, usando diferentes volúmenes (5, 10, 15 y 20 

µL) de las muestras de DNA total obtenidas de esputo con diferentes concentraciones de 

DNA de C. posadasii Testigo negativo: DNA total de esputo sin inoculo (-), testigo positivo: 

DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 

 

Sensibilidad del marcador Ag2/PRA. La amplificación del DNA total, 

obtenido de sangre inoculada con las diferentes concentraciones de DNA del 

aislado HU-1, mostró bandas de 300 pb, desde la concentración 2.83x101 hasta 

2.83x100 ng/µL con 5, 10 y 15 µL de DNA total, finalmente con 20 µL de DNA total, 

el amplicón esperado se obtuvo en las concentraciones de 2.83x101 hasta 

2.83x10-1 ng/µL (Figura 16). Para el DNA total obtenido de esputo, se obtuvieron 

bandas de 300 pb, desde la concentración 2.83x101ng/ µL hasta 2.83x10-5 ng/µL 

con 5 µL de DNA total, mientras que con un volumen de 10 µL de DNA total, el 

amplicón esperado se obtuvo desde las concentraciones de 2.83x101 hasta 

2.83x10-3 ng/µL, asimismo con un volumen de 15 µL de DNA total, el amplicón 
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esperado se obtuvo en las concentraciones de 2.83x101 hasta 2.83x10-7 ng/µL, 

finalmente con 20 µL de DNA total, el amplicón se obtuvo en las concentraciones 

de 2.83x101 hasta 2.83x10-2 ng/µL (Figura 17). 

 

 

 

Figura 16. Sensibilidad del marcador Ag2/PRA, usando diferentes volúmenes (5, 10, 15 y 

20 µL) de las muestras de DNA total obtenidas de sangre inoculada con diferentes 

concentraciones de DNA del aislado HU-1. Testigo negativo: DNA  total de sangre sin 

inoculo (-), testigo positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 
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Figura 17. Sensibilidad del marcador Ag2PRA, usando diferentes volúmenes (5, 

10, 15 y 20 µL) de las muestras de DNA total obtenidas de esputo inoculadas con 

diferentes concentraciones de DNA del aislado HU-1. Testigo negativo: DNA  total 

de esputo sin inoculo (-), testigo positivo: DNA del aislado C. posadasii (HU-1) (+) 

 

La tabla 3 muestra un resumen de los resultados obtenidos en la amplificación del 

DNA total de sangre y esputo inoculados experimentalmente con DNA del aislado 

HU-1 con los diferentes marcadores moleculares utilizados. 
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Tabla 3. Sensibilidad de los marcadores moleculares en muestras biológicas 

inoculadas experimentalmente con DNA del aislado HU-1 

 
Volumen de 
la muestra 

 

Marcador 
 
 

Concentración en 
sangre (ng/µL) 

 

Concentración 
en esputo ng/µL) 

 
5 µL SCAR300 2.83x101 ng/µL 2.83x100 ng/µL 

 

621 2.83x10-1 ng/µL 2.83x10-7 ng/µL 

 

GAC2 2.83x10-6 ng/µL 2.83x10-1 ng/µL 

 

Ag2/PRA 2.83x100 ng/µL 2.83x10-5 ng/µL 

10 µL SCAR300 2.83x10-1 ng/µL 2.83x10-1 ng/µL 

 

621 2.83x10-7 ng/µL 2.83x10-6 ng/µL 

 

GAC2 2.83x10-1 ng/µL 2.83x10-1 ng/µL 

 

Ag2/PRA 2.83x100 ng/µL 2.83x10-3 ng/µL 

15 µL SCAR300 2.83x10-1 ng/µL 2.83x100 ng/µL 

 

621 2.83x10-3 ng/µL 2.83x10-4 ng/µL 

 

GAC2 2.83x10-2 ng/µL 2.83x10-1 ng/µL 

 

Ag2/PRA 2.83x100 ng/µL 2.83x10-7 ng/µL 

20 µL SCAR300 2.83x10-1 ng/µL 2.83x10-1 ng/µL 

 

621 2.83x10-2 ng/µL 2.83x10-4 ng/µ 

 

GAC2 2.83x10-2 ng/µL 2.83x100 ng/µL 

 

Ag2/PRA 2.83x10-1 ng/µL 2.83x10-2 ng/µL 
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DISCUSIÓN 

Los métodos convencionales para establecer el diagnóstico de la 

coccidioidomicosis se realizan con base en varios criterios como: la detección 

microscópica del agente etiológico en material clínico, el crecimiento, aislamiento e 

identificación del hongo en cultivo y en la detección de la respuesta serológica al 

patógeno o un indicador de su presencia, como por ejemplo un componente 

celular o un producto metabólico (Duarte-Escalante et al., 2014). Sin embargo, 

tienen ciertos inconvenientes, por ejemplo, en las primeras etapas de la 

enfermedad; el crecimiento del hongo es lento y su identificación en el cultivo 

retrasa el tratamiento, asimismo el análisis histopatológico es otra opción, pero su 

adecuada interpretación, depende de la experiencia del observador y de la técnica 

histoquímica apropiada (Muñoz-Hernández et al., 2008). 

Aunque en los últimos años, se han desarrollado nuevos procedimientos 

diagnósticos que utilizan métodos moleculares para la detección de DNA fúngico 

en material clínico (Fisher et al., 2002; Bialek et al., 2004; Umeyama et al., 2006; 

Tintelnot et al., 2007), algunos con mayor o menor especificidad y sensibilidad, 

estas técnicas no han sido estandarizadas para su utilización rutinaria en los 

laboratorios clínicos, por lo que la estandarización y validación del marcador 

molecular SCAR300 (Duarte-Escalante, 2014), empleado en el presente trabajo, 

con muestras biológicas, es una aportación importante como herramienta 

diagnóstica para esta enfermedad en nuestro país. 

Por otro lado, los marcadores SCAR han confirmado ser muy útiles, ya que 

técnicamente, el desarrollo de un marcador SCAR requiere el uso de dos 

iniciadores específicos, diseñados a partir de secuencias de nucleótidos, 
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obtenidos de fragmentos generados por técnicas como el RAPD o AFLP, clonado 

y ligado a un rasgo de interés. Una vez que se desarrolla, se puede aplicar a un 

gran número de muestras, las cuales pueden ser examinadas al mismo tiempo, 

por lo tanto, reduce el tiempo y aumenta la fiabilidad (Bhagyawant et al., 2016). 

Además, sus secuencias han sido utilizadas en la construcción de bibliotecas 

genómicas, en el control biológico, a través del control de cepas de hongos en el 

medio ambiente y en programas de mejoramiento genético, asimismo los 

marcadores SCAR pueden discriminar una amplificación de DNA específico en 

una muestra que contenga una mezcla de hongos (Frías-De-León et al., 2012). 

Es importante mencionar que el desarrollo de marcadores moleculares a partir de 

aislados autóctonos, como es el caso del marcador SCAR300, cobra gran 

relevancia debido a que se ha comprobado una gran variabilidad genética en 

aislados de C. immitis y C. posadasii de diferente origen geográfico (Jewel et al., 

2008; Duarte-Escalante et al., 2013), por lo que se ha sugerido que los 

marcadores moleculares que se utilicen para la detección de patógenos a partir de 

muestras clínicas, deben diseñarse a partir de aislamientos autóctonos en la 

región en la que se van a utilizar, de ahí la importancia de la validación de este 

marcador SCAR300 para ser utilizado en nuestro país. 

Los resultados del presente trabajo, mostraron que el marcador SCAR300, fue 

eficiente para amplificar el DNA de Coccidioides, a partir de muestras biológicas 

(sangre y esputo) inoculadas experimentalmente con diferentes diluciones de DNA 

del aislado HU-1, sin embargo evidenció una menor sensibilidad que los 

microsatélites GAC2 y 621 (Fisher et al., 2002). También se mostró que el 

marcador SCAR300,  tuvo una sensibilidad muy parecida al marcador Ag2/PRA, por 
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lo que se confirma su utilidad como herramienta diagnóstica para la 

coccidioidomicosis. 

En cuanto a la especificidad del marcador SCAR300, éste mostró ser tan específico 

como el microsatélite 621, ya que ambos sólo amplificaron el DNA de C. 

posadasii, mientras que el microsatélite GAC2 amplifico además del DNA de C. 

posadasii, el DNA de A. fumigatus, A. niger, H. capsulatum, S. schenckii, y M. 

tuberculosis; el marcador Ag2/PRA, también amplifico además del DNA de C. 

posadasii, el DNA de S. Schenckii, lo que los hace menos eficientes para ser 

utilizados en la práctica diagnóstica de la coccidioidomicosis. 

Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, 

relacionados con la utilización de diferentes volúmenes del DNA total (muestra 

biológica inoculada con DNA del aislado HU-1), se recomienda que para la PCR 

con el marcador SCAR300 se utilice un volumen de 10 y 15 µL del DNA total 

obtenido de sangre y esputo, lo cual constituye una guía para el personal de 

laboratorio encargado de realizar el diagnóstico molecular, ya que estos resultados 

le pueden orientar hacia la cantidad mínima necesaria de DNA total de su 

muestra, para realizar la PCR y lograr un resultado positivo. 

A pesar que el microsatélite 621 mostró una mayor sensibilidad que el marcador 

SCAR300, es pertinente mencionar que nuestro marcador tiene la ventaja de haber 

sido obtenido de aislados de México, mientras que los microsatélites 621 y GAC2, 

así como el marcador Ag2/PRA, fueron obtenidos de aislados de EUA, corriendo 

el riesgo de que éstos no reconozcan aislados de México. 

Sin embargo, es fundamental que el marcador SCAR300, probado en este trabajo 

con muestras biológicas inoculadas experimentalmente con DNA de un aislado de 
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C. posadasii (HU-1), sea probado con el mayor número de muestras clínicas 

posibles, en pacientes con sospecha de coccidioidomicosis para corroborar su 

utilidad diagnóstica. 
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CONCLUSIONES 

El marcador SCAR300 demostró ser sensible y específico para la identificación de 

Coccidioides spp. en muestras de sangre y esputo. 

Para la PCR con el marcador SCAR300, se recomienda un volumen de 10 y 15 µL 

del DNA total obtenido de sangre y esputo. 

El marcador SCAR300, evidenció una eficiencia aceptable comparada con el 

microsatélite 621 (Fisher et al., 2002). 

El marcador SCAR300, presentó una mejor especificidad que el microsatélite GAC2 

Fisher et al. (2002) y el marcador Ag2PRA (Bialek et al., 2004). 
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