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INTRODUCCION

La coccidioidomicosis o fiebre del Valle de San Joaquin es una enfermedad
causada por hongos ascomicetos del género Coccidioides con dos especies descritas:
Coccidioides immitis y Coccidioides posadasii, las cuales morfolégicamente no
presentan diferencias, s6lo con técnicas moleculares se han podido diferenciar. En los
libros se menciona que estos microorganismos viven en el suelo de zonas aridas e
infectan al hombre y a otras especies de mamiferos por via respiratoria mediante sus

artroconidios'

AGENTES ETIOLOGICOS

Clasificacion taxondmica®

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Eurostiomycetes

Subclase: Eurotiomycetidae

Orden: Onygenales
Familia: Onygenaceae,
Género: Coccidioides
Especies: immitis
posadasii

Morfologia

Las dos especies de Coccidioides son hongos dimorficos, en medios de cultivo
desarrollan hifas y en su forma parasitaria desarrolla una estructura conocida como
esférula. El hongo crece en tres o cuatro dias y lo hace en casi todos los medios de
cultivo, preferentemente en Mycosel®. La morfologia puede ser muy variable. A 25-
37°C en Sabourad dextrosa agar, las colonias son humedas, glabras, membranosas e
inicialmente grises, para posteriormente producir micelio de tipo algodonoso y blanco.

(Figura 4) Con el tiempo, las colonias se tornan de color marrén palido.?” Al



microscopio se observa la presencia de hifas hialinas, tabicadas y delgadas formadoras

de artroconidios.

Figura 4. Colonia blanca algodonosa de Coccidioides sp en agar dextrsa de Sabouraud a 25° a
5 dias de crecimiento '¢

La separacion de los artroconidios es mediante el proceso de rexolisis, el cual
consiste en la degradacion completa de la célula adyacente, diferenciandose como
segmentos que se separan, produciendo cé€lulas individuales. Tienen forma de barril y
miden aproximadamente de 3-5 um de tamafo. En condiciones secas, los artroconidios
son esporas muy estables, permaneciendo viables por muchos afios. Como parasito, el
hongo forma grandes esférulas de pared gruesa, redondas de 10-80 pm de didmetro,
llenas de endosporas de 2-5 pm de tamafio.?’ Cuando las esférulas se rompen, las
endosporas son liberadas en paquetes, y cada una de ellas es capaz de desarrollar una
nueva esférula a menos que el sistema inmune del huésped o mediante tratamiento

antifiingico se reprima el crecimiento del hongo.*

Figura 1. Hifas hialinas, tabicadas vy Figura 2. Corte histoldgico tefiido con
delgadas formadoras de artroconidios en Hematoxilina-Eosina y observado a 40x, en
forma de barril tefiidas con azul de algodon, el que se comprueba la presencia de una
observado a 10x '¢ esférula con endosporas de Coccidioides.!”



Habitat y distribucion

Estos hongos dimorficos presentan una distribucion geografica en América,
generalmente en zonas caracterizadas con clima arido o semiarido. Las zonas que se
consideran endémicas de EUA es la parte sur: Arizona, California, Nevada, Nuevo
México, Utah y Texas. En México se distinguen tres zonas endémicas, una en la franja
fronteriza norte que abarca Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, asi como
parte de Durango, Zacatecas y San Luis Potosi; otra zona, en el litoral del Pacifico
incluye a Sonora, Sinaloa y Nayarit, y finalmente, pequefias zonas semidesérticas en
Colima, Michoacan y Guerrero. Se han descrito otras zonas endémicas de menor
importancia en: Guatemala, Honduras, El Salvador, Venezuela, Paraguay, Colombia,
Argentina y Brasil.* El clima templado de invierno tipico de las regiones endémicas
proporciona las condiciones Optimas para el crecimiento del hongo, y los veranos secos
y calurosos facilitan la dispersion de los artroconidios en el aire. Sin embargo, la
distribucion de Coccidioides spp. en el suelo de dichas regiones es irregular, incluso en
aquellas con una alta incidencia de infecciéon.?® Se ha demostrado que su habitat también
se caracteriza por suelos con altos niveles de nutrientes esenciales como hierro, calcio y
magnesio. Ademas, hallazgos adicionales apoyan la capacidad de este hongo para crecer
en casi cualquier tipo de suelo del desierto, incluidos aquellos con niveles bajos de pH;
también puede tolerar temperaturas extremas del aire que van desde -40.0 a48.8 °Cy
temperaturas del suelo que van desde -6.5 a 60.5 ° C. Los factores abioticos pueden
proporcionar condiciones favorables para su crecimiento; Un alto contenido organico en
el suelo puede conducir a una mayor disponibilidad de nutrientes para el crecimiento de
hongos, mientras que el aumento de la salinidad y las altas temperaturas pueden
disminuir la competencia con otros microorganismos. Por ejemplo, altas
concentraciones de borato de sodio en el suelo pueden ser antisépticas para algunos

microorganismos, pero no necesariamente a Coccidioides spp.>*
Factores virulencia

Existe evidencia que muestra que los fagocitos del hospedero son ineficientes en la
eliminacion de los propagulos infecciosos. La parte exterior de los artroconidios de
Coccidioides spp se deriva de la pared de la hifa original, la cual es una envoltura
hidréfoba que puede ser una adaptacion para la dispersion aérea a partir del suelo,

también sirve como una proteccion pasiva contra la destruccion de las enzimas y



productos oxidativos liberados por las células de defensa del hospedero y, por lo tanto,
contribuir a la sobrevivencia del patdgeno. Otros factores incluyen su gran capacidad de
reproduccion; se estima que cada esférula es capaz de producir 800 endosporas en
promedio, siendo cada una de ellas, una esférula potencialmente patogena y la
substancia “mucilaginosa” que envuelve a las endosporas cuando emergen de la esférula
la protegen de los fagocitos del hospedero. Los procesos bioquimicos y fisiologicos
también estdn involucrados en la virulencia, entre ellos la participacion de grupos
sulfidhrilo y disulfato, receptores hormonales y proteinasas tanto intra- como
extracelulares (elastasas, colagenasas y ureasas entre otras).?’

Se ha visto que la presencia de metaloproteinasa (MEP1), secretada durante la
diferenciacion de la endospora, digiere un antigeno en la superficie celular del gen
SOWgp e impide el reconocimiento de las endosporas cuando las células fungicas son
mas vulnerables a las defensas celulares fagociticas del huesped.’

Otra caracteristica que se ha visto es la produccion de amoniaco de las esférulas por la
descomposicion enzimatica de la urea, lo que alcaliniza el pH del entorno, que propicia
un ambiente idoneo para el optimo desarrollo de Coccidioides spp., y favorece el

desarrollo de la infeccion.®

Identificacion molecular

Se han clonado y caracterizado varios genes, algunos de ellos son: beta-glucosidasa
3, septina-1, isocitrato dehydrogenasa (ICDH) mRNA, proteina disulfuro isomerasa
(PDI) mRNA, aminopeptidasa mRNA, 1,3-b-glucanosiltransferasa (GEL-1) y genes de
esférula.?’ La construccion de oligonucledtidos (primers) para identificar las especies de
Coccidioides spp ha sido de gran utilidad para poder diferenciarlas. Para ello se utilizan
secuencias de nucledtidos que codifican para enzimas conservadas o ARNr; sin
embargo, Umeyama et al, a partir de una secuencia del genoma probd un par de oligos
especificos que son capaces de producir un amplicon de 720 pb que corresponde a una
determinada posicion de nucleétidos en C. immitis. El mismo analisis de la secuencia de
nucleotidos del ADN amplificado, reveldé que el amplicon de C. posadasii tenia una
delecion contigua de 86 pb en comparacion con la de C. immitis, por lo tanto, una
delecion contribuyd a la distincidn conveniente de dos especies muy cercanas, C.
immitis y C. posadasii, que previamente habian sido dificiles de distinguir’. Los analisis

filogenéticos, con diversas técnicas como los polimorfismos obtenidos por nucléotidos
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simples, genes y microsatélites, han detallado los principales patrones locus-especificos,
resultados que han demostrado dos grandes grupos: Coccidioides immitis (Grupo II o
CA) y Coccidioides posadassi (Grupo I o no-CA). C. posadassi representa
genéticamente un clado monofilético recombinante divergente y que puede ser

distinguido de C. immitis por numerosos polimorfismos en el DNA.?’

COCCIDIOIDOMICOSIS

Cuadros clinicos

Por la presencia en el polvo de la forma infectante y debido al mecanismo de
transmision (inhalacion), la enfermedad pulmonar es la mas frecuente. Sesenta por
ciento de los individuos que se infectan con Coccidioides spp., cursan asintomaticos, o
presentan un cuadro indistinguible de una infeccion leve de vias respiratorias superiores.
En el resto de los casos, la sintomatologia aparece después de aproximadamente tres
semanas de haber adquirido la infeccion. El cuadro clinico tipico se caracteriza por la
presencia de signos y sintomas generales como son fiebre, diaforesis, anorexia,
artralgias acompanados de tos, expectoracion y dolor pleural. La coccidioidomicosis
extrapulmonar casi siempre es secundaria a la diseminacion a partir de un foco primario
pulmonar; se presenta en uno de cada 200 sujetos infectados. Los sitios mas
comunmente afectados son las meninges, huesos, articulaciones, piel y tejidos blandos.
La diseminacion miliar aguda es poco frecuente y generalmente fatal. Las formas
diseminadas son mas frecuentes en el varon, en mujeres durante el embarazo y en

sujetos inmunocomprometidos.’
Diagnéstico

Las manifestaciones iniciales aparecen tres o cuatro semanas después de la infeccion
de la forma infectante. El diagndstico se puede efectuar en muestras de expectoracion,
costras humedas, secreciones de heridas de piel, material drenado por fistulas o necrosis
de ganglios, asi como en fragmentos de tejidos obtenidos por biopsia. La base del
diagnostico definitivo de la coccidioidomicosis constituye en el aislamiento por cultivo;
el hongo se desarrolla en 3 o 4 dias: sin embargo, la determinacién taxonémica se hace
en cultivos de 10 a 15 dias de incubacidn, observandose colonias de color blanco. La

identificacion a partir del cultivo se lleva a cabo actualmente mediante el uso de una



sonda genética.?’” La observacion e identificacion microscopica de las esférulas en
examen directo de muestras de tejidos o fluidos también se considera como criterio
diagnostico. Asimismo, las improntas obtenidas de las lesiones o los frotis de los fluidos

se fijan y se tifien para demostrar las estructuras fingicas mencionadas.'!

Tratamiento

Como tratamiento se utiliza la anfotericina B desoxicolato, asi como las
formulaciones lipidicas de este antiflingico y los compuestos azdlicos como el
fluconazol, el itraconazol, el voriconazol y el posaconazol que han demostrado ser
activos contra los hongos del género Coccidioides. En general la anfotericina B es la
indicada en los casos mas graves de esta micosis y los compuestos azolicos en las
formas de evolucidon cronica, incluyendo la meningitis y como tratamiento de

consolidacién una vez superado el peligro inicial.!?
Epidemiologia

La prevalencia de infeccion por Coccidioides spp en nuestro pais ha sido reportada
en forma aislada, con tasas que oscilan entre 10% y 40%. Esta infeccion ha mostrado un
aumento de su frecuencia en los ultimos 10 afios, particularmente en nifios y en adultos
mayores de 45 afios, aunque la enfermedad puede afectar a individuos de cualquier
edad; en nifios muy pequefios y ancianos la infeccion es grave y frecuentemente tiene
una evolucién desfavorable.?” Existen escasos estudios epidemiolégicos recientes sobre
prevalencia de esta infeccion en algunos estados mexicanos, solo se tiene un registro
que comprende de los afios 2000 a 2014 en los cubos dindmicos de la Secretaria de
Salud; se tiene un total de 661 casos egresados, donde la mayoria de casos se encuentra
en Sonora con un total de 294 y 48 registrados en Baja California. Ahi mismo podemos
encontrar una lista con un total de 210 casos de defunciones, la mayoria provenientes de
Sonora con un total de 84 casos, seguido de Baja California con 79 y Nuevo Ledn con
60 casos.® La mayoria de los brotes de coccidioidomicosis se han visto relacionados a
actividades agricolas, expediciones arqueoldgicas, la industria de la construccion,
exploraciones petroleras y otras en que se remueve tierra. >’

La enfermedad también ha sido reportada en los animales, particularmente en los

equinos, en los perros, en ratones de vida silvestre, entre otros.
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INMUNOLOGIA

Una vez inhalados los artroconidios, se alojan en los alvedlos pulmonares, en donde
los macrofagos y neutrofilos, son la primera linea de defensa contra la infeccion. Los
neutrofilos producen quimiotacticos que desencadenan el proceso inflamatorio
produciendo mayor respuesta ante el microorganismo; también activa el sistema de
complemento, los macréfagos fagocitan los artroconidios pero no pueden lisarlas, sino
hasta que son activados o sensibilizados por los linfocitos TH1, lo cual sucede al recibir
las sefiales de las sustancias quimiotacticas y las encuentren los macrofagos, para que
los conviertan en células presentadoras, quienes a su vez activaran a los linfocitos B,
que produciran anticuerpos especificos; asi mismo activaran a los linfocitos TH2 que
son fundamentales para activar las células NK especificas para combatir al hongo en su
fase parasitaria. Otras células que también pueden presentarse son los eosindfilos y los
mastocitos que liberan histamina e IgE en gran cantidad® Esta respuesta en individuos
inmunocompetentes es capaz de suprimir el progreso de la infeccion, autolimitandola.
Por el contrario, los individuos que presentan supresion de la inmunidad mediada por
linfocitos T desarrollan enfermedad pulmonar severa y frecuentemente presentan

diseminacion.’

Macréfago

Complemento+H202
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Figura 3. Proceso inmunologico que se desencadena al inhalar artroconidios de Coccidioides
spp 10
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Serologia

La serologia es una rama de la inmunologia que estudia las interacciones antigeno-
anticuerpo para su aplicacion en el diagnostico clinico. Un antigeno (Ag) se define
como una sustancia, generalmente una proteina, que cuando infecta un animal de sangre
caliente, induce a la formacién de proteinas que reaccionan especificamente con el Ag;

dichas proteinas se denominan anticuerpos (Ac).’

Las personas que han padecido coccidioidomicosis o han estado en contacto con el
hongo, habitualmente producen Ac especificos que pueden ser detectados mediante
técnicas seroldgicas convencionales tanto en suero como en liquido cefaloraquideo.!!

Los métodos seroldgicos estandarizados son:

— Inmunodifusion en gel de agar (ID): Utiliza un soporte de agar en el que se
difunden el Ag y el Ac hasta que se ponen en contacto y dan lugar a una banda
de precipitado. !’

— Contrainmunoelectroforesis: Se utiliza un soporte como en la ID, so6lo que a
diferencia de esa técnica, se emplea una corriente eléctrica para acelerar la
difusion de las moléculas. La inmunoprecipitacion ocurre cuando el Ag que esta
en un extremo se hace migrar en el campo eléctrico a través del medio apropiado
de difusion contra una corriente de Ac que migran desde el otro extremo. !’

— Fijacién de complemento: Se basa en que la union Ag-Ac y formacion del
inmunocomplejo activa el complemento y produce complejos que lesionan
membranas celulares (eritrocitos y otras células). Son pruebas que se realizan en
dos fases: 1. Se incuba el suero problema con el Ag y el complemento. 2. Se
afade un sistema indicador, como eritrocitos de oveja recubiertos de Ac
especificos (hemolisinas). Si se lisan los eritrocitos indica que hay complemento
libre que no se fijo en la 1° reaccion y, por tanto, no hay Ac en el suero. !’

— Aglutinacion de particulas de latex: Son pruebas de aglutinacion pasiva en las
que un Ag se absorbe a particulas de latex o bentonita las cuales se agrupan en
presencia del Ac especifico formando un agregado visible de moléculas Ag/Ac.”

— Inmunoensayos enzimaticos. Se basan en dos estrategias fundamentales: la
especifica reaccion entre Ag-Ac y la deteccion de esta reaccion usando el poder

catalitico y especifico de las enzimas conjugadas a un Ac o Ag.!”
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Ensayo inmunoenzimatico

Los métodos de ELISA utilizados en serologia se basan en el principio de deteccion
de antigeno o anticuerpo. Existen diversos tipos de sistemas para su deteccion, pero
todos los protocolos tienen en comun el recubrimiento de una fase solida en la placa de
ELISA (poliestireno), con el antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac) los cuales son incubados
con reactantes secundarios o terciarios acoplados con una enzima, los conjugados no
unidos son removidos por lavados y luego se agrega un sustrato cromdgeno o
fluorogénico, y el color o la fluorescencia producida se detecta visualmente o con la

ayuda de un lector de placas para ELISA.” Algunos tipos de ELISA son:

Directa: Se fija al soporte el Ag, se realiza un lavado para eliminar el Ag fijado
deficientemente o no fijado. Se adiciona un Ac marcado con una enzima. Un posterior
lavado elimina los Ac marcados que no hayan reaccionado y al adicionar un sustrato
sobre el que sea capaz de actuar la enzima marcadora, se muestra la reaccion

apareciendo color. 1

Sustrato
Enzima (
©

Ag
. I —

Figura 5. Esquema de ELISA Directa.

Indirecta: Se fija el Ag y se afiade el suero de un paciente, procediendo a un lavado;
si el suero posee anticuerpos contra ese antigeno, estos se fijan. A continuacion se
afiaden anticuerpos dirigidos contra la IgG humana, que ha sido marcada con una
enzima (anti-IgG), los cuales se unen a la IgG del suero del paciente. Al afiadir un
sustrato para la enzima, se produce una reaccién antigeno-anticuerpo apareciendo

color.'*
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( Sustrato
Enzima @
Ac conjugado

—
Figura 6. Esquema de ELISA Indirecta.

Sandwich “DAS” (Double Antibody Sandwich): Se basa en fijar al soporte anticuerpos
especificos del agente patdogeno a detectar, prosiguiendo al lavado para eliminar los
anticuerpos fijados deficientemente o no fijados. Al adicionar la muestra problema
(extracto vegetal, sangre, suero, plasma, etc.), si estd presente el agente patdogeno a
diagnosticar, los anticuerpos fijados al soporte van a reaccionar con los Ag de la
muestra. Tras un lavado, se adiciona un Ac especifico del antigeno a detectar conjugado
con una enzima, los cuales reaccionan con los antigenos afiadidos con la muestra
problema y que se encuentran fijados a los anticuerpos. Nuevamente se recurre a otro
lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan reaccionado y se adiciona

el sustrato sobre el que es capaz de actuar la enzima marcadora. '

Sustrato

Enzima ® <

Agdela JL Ac conjugado
muestra / \

w
N\
Ac de captura

Figura 7. Esquema de ELISA Sandwich “DAS

— Sandwich “HADAS” (Heterologous Antibody Double Antibody Sandwich): El
procedimiento es exactamente el mismo que el sistema DAS, la nica diferencia

es que los anticuerpos marcados estdn conjugados con una enzima anti-
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anticuerpos a los anticuerpos especificos que se utiliza para la deteccion del

antigeno a encontrar. 4

Sustrato

Ac conjugado con o

enzima anti-Ac
7\

Ag dela ‘
muestra

<

N4
Ac de captura

Figura 8. Esquema de ELISA Sandwich “HADAS”.

Eficacia de la prueba

La eficacia es una propiedad dada por la capacidad para establecer la correlacion
entre el resultado y la enfermedad. Las medidas mas relevantes en este caso son la
sensibilidad y la especificidad. Por lo general las pruebas de monitoreo, deben ser de
alta sensibilidad para poder identificar a todos los enfermos. La organizacién mundial
de la salud (OMS), define este tipo de pruebas como “el uso de una prueba sencilla en
una poblacion saludable, para identificar a aquellos individuos que tienen alguna
patologia, pero que todavia no presentan sintomas”. EIl valor que puede asumir la
sensibilidad varia del 0 al 1 (100%), es decir, cuanto mas alto es el valor, hay una mejor
capacidad en la deteccion de enfermos por medio de la prueba, siendo por tanto la
probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga un resultado positivo. La
especificidad nos indica la probabilidad de que un sujeto sano obtenga un resultado
negativo. Al igual que la sensibilidad, su valor varia de 0 a 1. ' Tanto la sensibilidad
como la especificidad proporcionan informacion acerca de la probabilidad de obtener un
resultado concreto (positivo o negativo), pero no en funcion de la verdadera condicién
del enfermo con respecto a la enfermedad. Para ello se recurren a los valores predictivos
positivos y negativos, estimando la probabilidad de que el paciente esté realmente
enfermo/sano. El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad de padecer la
enfermedad si se obtiene un resultado positivo en la prueba, y el valor predictivo

negativo es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo (VPN) en la
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prueba esté sano. Otra caracteristica de los valores predictivos, es que dependen de la
prevalencia de la enfermedad en una poblacion. Una prueba con una sensibilidad y una
especificidad dada, puede tener diferentes valores predictivos en diferentes poblaciones
de pacientes con diferente prevalencia de la enfermedad. Si una prueba es utilizada en
una poblacion con un alta prevalencia de la enfermedad, la prueba en evaluacion tendra
un alto VPP, por otro lado, esta misma prueba, con la misma sensibilidad y
especificidad, tendrd un VPP bajo, cuando es utilizada en una poblaciéon con una baja

prevalencia de la enfermedad.?¢

Tablal. Resultados de una prueba diagndstica

ENFERMEDAD

Presente Ausente Total
Verdaderos Falsos

Positivo positivos positivos Positivos

a b (athb)
Falsos negativos Verdadero Negativos

Negativo c negativo (ctd)

d
Total Enfermos Sanos N

(atc) (b+d) (atbtctd)

Tabla 2. Indicadores importantes en el estudio de una prueba diagnostica.

Indicador Calculo
Sensibilidad a/(atc)
Especificidad d/ (b+d)
Valor predictivo positivo a/ (atb)
Valor predictivo negativo d/(ctd)
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2. ANTECEDENTES

En 2008 Durkin y cols., purificaron un antigeno especifico de Coccidioides spp,
utilizando un inmunoandlisis enzimatico (IAE), probandolo en pacientes con otras
micosis, obteniendo buena sensibilidad so6lo en pacientes con formas severas de

coccidioidomicosis y reacciones cruzadas en pacientes con otras micosis.?’

En 2011 Humbria y cols., evaluaron un IAE para el diagnostico y seguimiento de
pacientes con coccidioidomicosis, comparandolo con un ensayo de inmunodifusion
(ID). Sugirieron mejorar la calidad del antigeno y la optimizacion de las diluciones del
suero que puedan garantizar la disminucion de falsos positivos, falsos negativos y

reacciones cruzadas.'®

Shubitz y cols., en 2005 Realizaron un estudio para determinar la incidencia de la
infeccion por Coccidioides sp entre los perros que residen en una regiéon endémica
(condados de Pima y Maricopa, Arizona) y estimar la tasa de enfermedad clinica
utilizando pruebas de ID. Encontraron que los perros jévenes que viven en el area de
estudio tenian una alta probabilidad de infectarse con Coccidioides spp, pero pocos
desarrollan la enfermedad clinica y que la prueba seroldgica sola es insuficiente para el
diagnostico de la enfermedad clinica ya que se superponen los titulos entre perros
clinicamente infectados y lo que son positivos pero sin presentar manifestaciones

clinicas de la enfermedad.?!

Alvarez Gomez, en 2013 Evalué la cantidad de titulos de anticuerpos anti-
Coccidioides en sueros de perros que provenian de un area endémica (Torredn) y de otra
no endémica (Distrito Federal) donde no mostré diferencia significativa en dichos
titulos. Esto lo adjudicé al tipo de antigeno utilizado, las técnicas utilizadas (ID y CIE),

a la inmunidad de los perros y a la procedencia de las muestras séricas de éstos.>

Catalan y cols,. En 2014 utilizaron ELISA en muestras de ratones silvestres,
resultando efectivo el método para la identificacion de anticuerpos anti-Coccidioides, y

sentd bases para estudios ecoldgicos de este hongo.?
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se sabe que el hongo Coccidioides spp particularmente se encuentra al
norte del pais considerandolo endémico. Se tienen reportes que los humanos, perros y
otros mamiferos son susceptibles a contraer la infeccion y desarrollar anticuerpos
especificos al habitar en dichas zonas, sin embargo, se tienen pocos estudios que
comparen los titulos de anticuerpos en sueros provenientes de zonas endémicas con
sueros que provengan de otras zonas, en los cuales quedan ambiguos los resultados y sin
concluir cudl es el impacto epidemioldgico. Por tanto, es necesario realizar una
investigacion que ayude a discernir la importancia de los porcentajes de positividad
entre zonas y asi conocer si los resultados sugieren una endemicidad de Coccidioides
spp y cudl es el significado epidemioldgico e importancia con el que debe tratarse este

problema.
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JUSTIFICACION

El ultimo dato oficial, referente a la morbilidad de coccidioidomicosis fue notificado
por la Secretaria de Salud en 1994; desde entonces, en México se desconoce la

frecuencia de morbilidad, mortalidad e infeccion por coccidioidomicosis.

Con los resultados de este estudio conoceremos:
— La frecuencia de anticuerpos contra Coccidioides en dos zonas consideradas
endémicas de coccidioidomicosis.
— Para que la frecuencia obtenida tenga sustento epidemiologico, se comparara el
resultado con el obtenido en poblacion humana perteneciente a una zona no
endémica de coccidioidomicosis

— El mismo ejercicio se desarrollara para el caso de los sueros de perros.
Por los puntos expuestos, se considera que esta investigacion contribuira con datos

reales y actualizados de la situacion epidemioldgica de la coccidioidomicosis en nuestro

pais.
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HIPOTESIS

Las muestras de sueros de personas y de perros que radican en zonas endémicas de
coccidioidomicosis, tendran mayor cantidad de anticuerpos que las muestras homodlogas

provenientes de zonas no endémicas.
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OBJETIVOS

General

— Conocer la frecuencia de anticuerpos anti-Coccidioides en personas y perros de
zonas endémicas y no endémicas de nuestro pais, utilizando el método de
ELISA.

Particulares
— Estandarizar el método de ELISA.
— Comparar el titulo de anticuerpos especificos en los diferentes tipos de
poblaciones estudiadas.
— Estimar la prevalencia de infeccion en cuatro poblaciones distintas.
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DISENO Y METODOS

Muestras de suero

Se proceso un total de 190 sueros humanos de zona no endémica provenientes de la
Ciudad de México proporcionados por un hospital particular ubicado en la zona sur de
la Ciudad de México y 260 sueros de zona endémica, de los cuales 119 procedian de

Ensenada, Baja California y 141 del Hospital Infantil de Hermosillo, Sonora.

Los sueros de perros estudiados tuvieron el siguiente origen: 110 de la Ciudad de
Meéxico, donados por el Hospital Veterinario UNAM-Banfield y 87 de Baja California

proporcionados por la Perrera Municipal de Ensenada, Baja California.

Para las pruebas en sueros humanos, se utilizaron como controles positivos, 8
sueros de pacientes diagnosticados con coccidioidomicosis por cultivo. En las
pruebas de reacciones cruzadas se utilizaron 30 sueros positivos a otras micosis (12
aspergilosis y 18 histoplasmosis) proporcionados por el Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER).

Como controles de los sueros de caninos, se usaron dos sueros de perro positivos a
coccidioidomicosis por doble inmunodifusion (ID) proporcionados por la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Como controles negativos se utilizaron 50 de los 190 sueros de personas residentes
en la Ciudad de México y 25 sueros de perros de los 110 del Hospital Veterinario

UNAM-Banfield.
Antigeno

Se utilizo el antigeno coccidioidina, proporcionado por el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemioldgicos (InDRE), que contenia 2.9mg /mL de proteina. Se hizo
una preparacion de Img/mL la cual fue diluida obteniendo una concentracion de

34pg/mL para sensibilizar las placas utilizadas para el método de ELISA.
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Conjugado
Se utilizé una Anti-IgG Humana con peroxidasa en cabra de la marca Invitrogen® y

una Anti-IgG Canino marca Sigma®, Aldrich.

Método de ELISA

— Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos que se sensibilizaron con una
preparacion de 10 pL de coccidioidina (antigeno, Ag) en 10ml de buffer de
carbonatos, colocando 100 pL/ pozo.

— Se incubd por 18 horas a 4°C en refrigeracion.

— Se desecho el exceso de Ag lavando tres veces (1 minuto cada vez) con 200 pL/pozo
de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4, 0.05% de Tween 20).

— Para el bloqueo de sitios inespecificos, se colocaron 200 uL/pozo de PBS, pH 7.4
con leche descremada 5% incubando a 37°C.

— Los sueros se prepararon diluyéndolos en PBS-leche al 1% en dilucion 1:200,
colocando 100 uL/pozo y se incubaron media hora a 37°C

— Se desecho el exceso de reactivo lavando tres veces (I minuto cada vez) con 200
uL/pozo de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4, 0.05% de Tween 20).

— Se prepar6 una dilucion a 1:4,000 de Anti-IgG humana con peroxidasa y Anti-IgG
canino en PBS-leche al 1%, colocando 100 puL/pozo por media hora a 37°C.

— Se desecho el exceso de reactivo lavando tres veces (I minuto cada vez) con 200
uL/pozo de buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4, 0.05% de Tween 20).

— El sustrato se prepard al momento, utilizando 4 mg de ortofenilendiamina en 10 mL
de buffer de citratos y 10 pL de perdxido (H20:) al 30%.

— Luego de 15 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz, la reaccion se
interrumpi6 con 50 pL de acido fluorhidrico 0.1M, pH 3.3.

— Las densidades opticas se obtuvieron con el lector de ELISA (espectofotémetro), a
una longitud de 492 nm. Los resultados finales de la lectura colorimétrica se

reflejaron numéricamente mediante valores de absorbancia o densidad Optica.
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Estandarizacion de ELISA

Sueros humanos

Para establecer las diluciones 6ptimas de los componentes antes mencionados se
probaron tres diluciones diferentes de antigeno (1:500, 1:1,000 y 1:1,500), cuatro de
conjugado (1:2,000; 1:2,500; 1:3,000 y 1:4,000), una con los sueros control positivo
(1:100) y dos con los sueros normales (1:100 y 1:200) (Fig. 9).

[1 Antigeno

AL
4 I

500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

o

. HEEEEEEEEEEe
5 1009 ©

R
= D
100
1200
1:2000 1:2500 1:3000 1:4000
g J
Y

[1 Conjugado

Blanco Suero control
negativo

Figura 9. Modelo para establecer las diluciones Optimas del antigeno, suero y conjugado en
sueros de humanos.

Una vez obtenida la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 492

nm, se observé y determin6d en qué punto las lecturas se mantenian constantes.

La prueba para identificar reacciones cruzadas se diseiidé como se muestra en la figura

10.
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Blanco Suero control Suero positivo a
negativo Histoplasmosis

Figura 10. Modelo para la prueba de reacciones cruzadas.

Con este modelo se establecieron las diluciones donde se obtenia la densidad Optica
mas baja en las lecturas de los sueros con histoplasmosis y sueros normales pero que se

conservaran altas en los sueros con coccidioidomicosis.

Sueros caninos

Para establecer las diluciones Optimas de los componentes en ELISA se probaron
dos diluciones diferentes de antigeno (1:1,000 y 1:1,500), tres de conjugado (1:12,500;
1:25,000; 1:30,000) y dos en los sueros control positivo y normales (1:250 y 1:500)

(Fig. 11).
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1:250 1:500 1:250 1:500 1:250 1:500
[] Suero

A A A A A A
s N N N N N/ N

[] Antigeno  1:1000  1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000  1:1500 1:1000  1:1500

Y 1:12500 1:25000 1:30000
Y

[] Conjugado

Blanco Suero control
positivo

Figura 11. Modelo para establecer las diluciones Optimas del antigeno ,del suero y del
conjugado en sueros de perros.

Puntos de corte

Para la obtenciéon de los puntos de corte, se probaron los 50 sueros humanos como
controles negativos, las lecturas se promediaron y se sumo el valor de la desviacion
estandar dos veces. De igual forma se procedié con los 25 sueros de perros controles
negativos. A partir del resultado obtenido, se obtuvo el punto de corte a partir del cual

se consideraron los sueros como positivos.

Pruebas definitivas

Una vez establecidas las condiciones dptimas para el funcionamiento del sistema de
sueros de humanos y de perros, se analizaron las muestras de acuerdo al disefio de la

figura 12.
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Figura 12. Modelo de colocacion de las muestras por duplicado en las placas de poliestireno
para ELISA.

Posteriormente, se realiz6 una prueba por triplicado con algunos sueros positivos de

ambas zonas, para conocer los titulos hasta donde todavia se mantenian como tales. Lo

anterior se muestra en la figura 13.

0
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7
1:32
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1:128

10
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11
1:512

12

1:1024
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Sueros zona no

endémica

Figura 13. Modelo de diluciones que se hicieron a los sueros que resultaron positivos con el
método de ELISA.
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RESULTADOS

Diluciones 6ptimas sueros humanos

En este modelo se observo que la dilucion de antigeno 1:1000, conjugado 1:4000 y

suero 1:200, los sueros control negativo eran bajos y los sueros control positivo a

coccidioidomicosis se mantenian relativamente altos a una dilucién 1:100.(Fig.14)

[] Antigeno
AL
r N
500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500 500 1000 1500
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0001 -0019 -0.031 0.006 -0.01 0.001 0.023 0.009 -0.003 02 0.017 -0.005
B -0.015 -0.029 -0.027 -0.018 -0.011 -0.02 0.035 -0.015 -0.015 0.148 0.011 -0.01
=}
g 1:100 C 057 0554 0518 055 056 0543 0538 0558 0541 0487 0.504 0459
2 b
= D 0892 0585 0335 0557 0579 0356 0577 0539 0305 0444 04 0.22
1:100
E 0345 0366 0205 0307 0361 0217 0425 0332 017 0314 0.259 0.149
1:200
F 0181 0189 0098 0.157 0158 0.102 0326 0.164 0.095 0254 0.128 0.078
“ ~ I\ ~ AN ~ AN ~
1:2000 1:2500 1:3000 1:4000
o J
h'd
[1 Conjugado
Blanco Suero control Suero control

positivo

negativo

Figura 14. Lecturas de la placa de ELISA utilizada para probar diferentes diluciones de
conjugado, antigeno, sueros control positivo y negativo.

En la siguiente prueba, para descartar reacciones cruzadas, se observd que a una

dilucion de Ag 1:1000, conjugado 1:4000 y sueros 1:200, las lecturas de los sueros

normales bajaban, las lecturas de los sueros control positivo se mantenian altas y los

sueros positivos a histoplasmosis se reducian atin més que los sueros control positivo.

Los sueros positivos a aspergilosis no tuvieron reaccion en lo absoluto. (Fig. 15)
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Figura 15. Modelo para establecer diluciones en las cuales se minimicen las lecturas altas para
descartar reacciones cruzadas.
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Diluciones optimas para los sueros de perros

En este modelo se establecié que a una dilucion de antigeno 1:1000, conjugado
1:25000 y suero 1:500, los sueros control positivo se mantenian por encima del punto de

corte. (Fig.16)

[ Suero  1:250 1:500 1:250 1:500 1:250 1:500

A A A A A
lg N7 N N N7 N

[] Antigeno 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500 1:1000 1:1500

|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0063 0.061 0.061 0.062 0.062 0.061 0.064 0.066 0.067 0.137 0.082 0.079

B 0426 0407 0406 0363 0.563 0530 0.570 0.533 0549 0.524 0503 0.570

Cc 0417 0405 0419 0380 0.558 0543 0579 0523 0570 0509 0517 0.540

W 1:12500 1:25000 1:30000 Y.

Y
[] Conjugado

Blanco Suero control
positivo

Figura 16. Modelo para establecer las diluciones oOptimas del antigeno, del suero y del
conjugado para los sueros de perros.

Puntos de corte

Tabla.2 Valores obtenidos para establecer los puntos de corte a partir de la suma de la

densidad optica de los 50 sueros en el caso de los humanos y 25 sueros de caninos.

Humanos Perros
Suma D.O. 10.93 2.06
Promedio 0.2187 0.0824
Desviacion Estandar 0.1115 0.0206
Punto de corte 0.44 0.12
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Eficacia del método de ELISA para humanos

Tabla.3 Tabla para el andlisis de la prueba de ELISA

Enfermos Sanos Total
Positiva 7 4 11
Negativa 1 46 47
Total 8 50 58
Sensibilidad: 87.5%
Especificidad: 92%
Valor predictivo positivo: 63.6%
Valor predictivo negativo: 97.8%
Eficacia de la prueba de ELISA para Perros
Tabla.4 Tabla para el andlisis de la prueba de ELISA
Enfermos Sanos Total
Positiva 2 3 5
Negativa 0 22 22
Total 2 25 27

Sensibilidad: 100%
Especificidad: 88%

Valor predictivo positivo: 40%

Valor predictivo negativo: 100%
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Pruebas definitivas en sueros de humanos

En la siguiente tabla se muestra el nimero total de sueros humanos que se
analizaron por ciudad de origen

Distribucion de los 400 sueros de humanos

Ciudad de
Meéxico
35%

Grafica 1. Porcentajes de muestras realizadas en cada estado de origen.

Se encontr6 el mayor porcentaje de positivos en Hermosillo, seguido de Ensenada y
la Ciudad de México (Tabla 8). La prueba de chi-cuadrado con un valor de significancia
de 0.05 muestra que en las variables zona/resultado existen diferencias significativas

(Tabla 9).

Tabla.8 Frecuencias de resultados por estado de origen.

Zona endémica Zona no endémica
Resultado para Total
Coccidioides sp ©
Hermosillo Ensenada | Ciudad de México
Negativo 112 101 128 341
Positivo 29 18 12 59
Total 141 119 140 400

Distribucion de los 59 sueros positivos por zonas

No Endémica
20%

Grafica 2. Porcentajes de resultados positivos por zonas.
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Imagenes que muestran las placas de ELISA una vez detenida la reaccion para obtener

las lecturas en el espectrofotometro.

Figura 18. Placa con los sueros de zona endémica.
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La prueba de chi-cuadrado con un valor de significancia de 0.05 para las variables

sexo/resultado no mostro6 diferencias significativas en ninguna de las zonas estudiadas.

No Endémica

Masculino
25%

Grafica 3. Porcentajes de los resultados positivos por diferencia de sexo en zona no endémica.

Endémica

Grafica 4. Porcentajes de los resultados positivos por diferencia de sexo zona endémica.

Para las variables edad/resultado, la prueba de chi-cuadrado con un valor de

significancia de 0.05, no mostré diferencias significativas.

Tabla 13. Resultados positivos por grupos de edades.

Grupos de edad (Anos) Zona Zona no
Endémica | Endémica
Nifios (1-10) 14 0
Adolescentes (11-17) 13 0
Adultos (18-96) 20 12
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Titulacién de sueros positivos

Figura 19. Placa de ELISA que muestra los titulos de los sueros, ZNE: Suero de zona no
endémica, SZE: Suero de zona endémica, SC+: Suero control positivo a Coccidioides spp.

Tabla 9. Promedios de las densidades Opticas en las diluciones de algunos sueros que
resultaron positivos de ambas zonas.

Dilucién | SIZNE | S2ZNE | S3ZNE | S1ZE | S2ZE | SC1+ | SC2+

1:1 0.60 0.59 0.56 0.69 [0.67 |0.38 |0.45
1:2 0.56 0.54 0.42 0.61 [0.63 [031 ]0.35
1:4 0.37 0.40 0.33 0.52 [0.57 1022 |0.24
1:8 0.24 0.36 0.22 0.51 {046 |0.17 |0.17

1:16 0.17 0.31 0.18 047 1037 10.12 |0.13
1:32 0.14 0.27 0.16 037 1027 10.09 |0.09
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Pruebas definitivas en sueros de perros

Mediante la prueba de chi-cuadrado con un valor de significancia de 0.05, se
encontrd que existen diferencias significativas entre los sueros de las zonas estudiadas,

teniendo mas casos positivos en Ensenada.

Tabla 13. Resultados de perros por estado de origen.

Ciudad y Estado de Origen
Resultado de Ensenada, Baja California Ciudad de México
ELISA (Zona Endémica) (Zona no endémica) Total
Negativo 46 70 116
Positivo 41 15 56
Total 87 85 173

Distribucion de los 56 sueros positivos por
zonas

Grafica 5. Porcentajes de sueros positivos por proceencia.

La prueba de chi® con un valor de significancia de 0.05 para las variables raza, sexo
y edad no mostraron diferencias significativas en ninguna de las zonas.

Endémica No Endémica

Graficas 6 y 7. Resultados de sueros positivos por grupos de perros de acuerdo a su raza.
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Endémica No Endémica

Grafica 8 y 9. Porcentajes de sueros de perros positivos por sexo y zona.

Endémica No Endémica

Grafica 10 y 11. Porcentajes de sueros de perros positivos por grupos de edad: jovenes (de 1
mes a 4 afios) y adultos (de 5 a 14 afios).
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Discusion

Durante la estandarizacion del método de ELISA se observaron variaciaciones en
las lecturas de densidades Opticas entre sueros de humanos y de perros, utilizando los
mismos parametros de antigeno y diluciones, existiendo mayor reactividad en los sueros
de humanos, lo cual indica la importancia de establecer puntos de corte para cada uno

de ellos con sus propias caracteristicas.

Las diferencias entre las zonas es notable al observar las placas de ELISA, ya que
se aprecié mas color en la placa de la zona endémica (Fig.18) a comparacion de la placa
de zona no endémica (Fig.17). En el caso de los sueros de humanos, se encontré una
diferencia significativa entre las zonas endémicas, (Hermosillo y Ensenada) con un
80%, y un 20% en la no endémica (Ciudad de México) (Grafica 2). Sin embargo, entre
zonas endémicas no se encontraron diferencias significativas. La edad y el sexo no
influyeron en el resultado. En los sueros de perros el porcentaje de positivos en zona
endémica es de 73% y en no endémica es de 27%, habiendo diferencias significativas al
igual que en la de los humanos (Grafica 5). La raza, sexo y edad tampoco influyeron en

el resultado. (Graficas 6 a 11).

Con la titulacion de sueros positivos se pudo apreciar que los sueros de zona no
endémica se mantenian positivos s6lo a dos diluciones, es decir 1:2, a diferencia de los
sueros de zona endémica que se mantenian a diluciones mayores, 1:8 y 1:16 (Tabla 9).
Con los sueros control positivo se tuvo el inconveniente que, quizas a consecuencia de
descongelarlos por tres ocasiones, se degradaron los anticuerpos presentes en el suero y
por tanto no reacciond de la misma manera que al principio del estudio. Pese a ello, con
los sueros de zona endémica se pudo notar que a mayores diluciones los anticuerpos
reconocibles por el antigeno de Coccidioides spp. Permanecen estables, pudiendo
indicar que son mas especificos y gracias a la sensibilidad de la prueba son detectados.
Por lo contrario, los sueros de zona no endémica dejan de ser positivos ya que el
antigeno no detect6 anticuerpos que pudieran ser reconocidos por €l, lo cual indica que
probablemente no existieron Ac especificos a Coccidioides spp. En el caso de un suero
de zona no endémica, se tiene la informacion que la persona de la que provenia la
muestra habia tenido problemas asmaticos provocados por el moho de la humedad

produciéndole problemas respiratorios. A esto podria deberse la reaccidon positiva con
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ELISA, sugiriendo que puede existir una reaccion cruzada por el reconocimiento de
anticuerpos que dejan de ser perceptibles o poco especifico con las diluciones

utilizadas..

Con la evaluacion de nuestro método de ELISA se obtuvo un 87.5% de sensibilidad
y un 92% de especificidad en humanos, pudiendo considerarse alta y en perros 100% de
sensibilidad y 88% de especificidad, aunque, en esto hay que resaltar que fueron pocos
los sueros control positivos con los que se contd para la estandarizacion (tabla 4), y
quizé con un mayor nimero de sueros positivos, el margen de error disminuiria. El
valor predictivo positivo, nos indica que en humanos la probabilidad de que un paciente
con resultado positivo tenga la enfermedad es baja, ya que solo el 63.6% y 40% en
perros podrian tener la enfermedad. Por otro lado, el valor predictivo negativo obtenido
del 97.8% en humanos y del 100% en sueros de perros sugiere que las probabilidades

son altas de que un paciente con resultado negativo esté sano.
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Conclusiones

Se obtuvieron mayor nimero de casos positivos en sueros procedentes de zonas
consideradas como endémicas que en la no endémica, con cual se comprueba
una posible endemicidad y por tanto que la existencia de contacto con
Coccidioides spp. por la convivencia con el reservorio natural que a su vez tiene

un impacto inmunolodgico en los habitantes.

En este estudio, el método de ELISA demostr6 ser una prueba eficiente para el
monitoreo e identificacion de anticuerpos anti Coccidioides en poblaciones
humana y canina abiertas. Quizds mejorando la purificacion del antigeno se

pueda estandarizar este método para ser utilizado como diagndstico.

De acuerdo con los antecedentes, en este trabajo se logro la optimizacion de las
diluciones del suero que ayudaron a disminuir falsos positivos, falsos negativos

y reacciones cruzadas.

Los resultados obtenidos implican dos situaciones epidemioldgicas importantes:

1) Alrededor del 80% de las personas que viven en drea endémica de
coccidioidomicosis, estan inmunizadas naturalmente contra este agente.

2) Es importante vigilar con regularidad a las personas inmuno-suprimidas de
las areas endémicas de coccidioidomicosis, ya que el estudio demostrd que es en
esos lugares en donde su contacto con el hongo es continuo y pueden desarrollar

problemas que ponen en riesgo la vida del paciente.
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