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Resumen

La coccidioidomicosis es una enfermedad endémica de las zonas aridas de América. Se han identificado
dos especies de este género, Coccidioides immitis y Coccidioides posadasii. La variedad de especies
susceptibles, incluyendo a los humanos, hace que su diagnostico tenga una gran relevancia. Esta
enfermedad no presenta una sintomatologia especifica que facilite su identificaciéon. Tanto en caninos
como en felinos, se puede presentar como una enfermedad pulmonar leve o una enfermedad
multisistémica diseminada que puede causar la muerte. El diagndstico se basa en el hallazgo
histopatolégico de microabscesos (frescos) en muestras del tracto respiratorio u otros 6rganos con la
respectiva identificacién de esférulas que contengan endosporas. No obstante, a causa del desafio que
representa su diagnostico sobre todo en regiones donde no es endémica, es necesario recurrir a pruebas
complementarias, como el cultivo y aislamiento, bajo las condiciones de bioseguridad adecuadas, y una
posterior confirmacién mediante pruebas moleculares.
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Abstract

Coccidioidomycosis is an endemic disease of the arid zones of America. Two species of this genus have
been identified: Coccidioides immitis and Coccidioides posadasii. The variety of susceptible species,
including humans, makes its diagnosis highly relevant. This disease does not have a specific
symptomatology that allows its identification. Both in dogs and cats, it may present as a mild pulmonary
disease or as a disseminated multisystemic disease that can cause death. The diagnosis is based on the
histopathological findings of microabscesses (fresh) in respiratory or other organs with identification of
spherules containing endospores. However, because of the challenge of its diagnosis, especially in regions
where it is not endemic, it is necessary to proceed with complementary tests such as culture and isolation,
under the appropriate biosecurity conditions, and subsequent confirmation by molecular tests.
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Introduccion

La coccidioidomicosis, también Illamada
fiebre del valle, es una enfermedad producida por
dos especies de hongos dimoérficos: Coccidioides
immitis (endémico del area de San Joaquin,
California, EE.UU.) y Coccidioides posadasii (endé-
mico en las restantes areas del continente america-
no). La micosis es endémica en las zonas 4ridas del
continente americano (Mehrkens et al., 2016).
Estos hongos son termodimoérficos, su fase micelial
desarrolla a 25 °C en el ambiente, donde producen
artroconidios que son los que ingresan al hospede-
ro susceptible y producen la infeccion. En el
hombre y en los animales desarrolla la fase parasiti-
ca que se caracteriza por esférulas con endosporas.

Los casos clinicos son relativamente
comunes en perros, llamas, primates y muchas
especies no nativas mantenidas en zoologicos en
las regiones endémicas. La enfermedad también
fue documentada en gatos y en caballos. Los
animales pueden actuar como centinelas de la
enfermedad en humanos, debido a que comparten
una ambiente comuin y a la estrecha relacion
existente, principalmente con los caninos domésti-
cos (Mehrkens et al., 2016). Si bien hay varias
técnicas disponibles en la actualidad para el
diagnostico de enfermedades micoticas sistémicas,
el estudio histopatologico es la prueba de eleccion
cuando es posible disponer de tejidos (Ramirez-
Romero et al., 2016).

Historia de la enfermedad

La enfermedad fue descrita por primera
vez en Buenos Aires en 1892, aunque la naturaleza
fangica de la misma fue revelada en California
(Negroni, 2011).

El Dr. Bengolea, médico dermato6logo del
Hospital Rawson de Buenos Aires, solicito al
estudiante de medicina Alejandro Posadas revisar
una biopsia cutinea procedente de una lesiéon de
aspecto verrugoso con diagnostico presuntivo de
“micosis fungoide”. El paciente era un soldado de
caballeria llamado Domingo Ezcurra, nacido en la
Provincia de San Luis, en 1852. Se supuso que el
paciente habia contraido la infeccibn cuando
prestaba servicio militar en el ano de 1888 en la
frontera del Chaco. Un afio més tarde aparecieron
las primeras manifestaciones de la enfermedad, de
evolucion cronica y progresiva. El Dr. Posadas
observo, en el examen clinico, papulas prurigino-
sas, de aspecto verrugoso, localizadas en la cabeza,
espalda, abdomen y en los miembros. También
observo adenopatias, algunas con reblandecimien-
to y escrofuloderma, mientras que otras habian
bloqueado la circulaciéon linfatica ocasionando
linfedema (Negroni & Arechavala, 2006; Negroni,
2011).

Posadas y su maestro, el Dr. Wernicke,
observaron el agente etiologico en los estudios
histolégicos, en los que observaron un proceso

cronico inflamatorio, con formaciéon de granulo-
mas epitelioides con células gigantes, similar al
tuberculoso, pero que contenian formaciones
quisticas muy parecidas a las producidas por los
protozoarios del género Coccidia. Como observa-
ron que no era idéntico al género mencionado, lo
clasificaron dentro del género Psorosperma, por lo
que la enfermedad se llamo6 inicialmente psorosper-
miasis infectante generalizada (Canteros et al.,
2009; Negroni, 2011).

Los médicos realizaron tratamientos e
intervenciones quirdrgicas sin resultados favora-
bles y la enfermedad progres6 ocasionando la
muerte del paciente en 1898. Se le practic6 una
autopsia, haciéndose evidentes lesiones en la piel,
linfon6dulos, pulmones, higado y bazo. Los granu-
lomas producidos por este agente eran similares al
foliculo de Koster de la tuberculosis, con necrosis
caseosa en el centro, una zona media de células
gigantes multinucleadas y células epitelioides y un
manto de células mononucleares linfocitarias en la
periferia. La tnica diferencia era la presencia de
quistes de "psorospermias" ubicados en la zona
caseosa y en el interior de las células gigantes.

Posadas inoculd macerados del material
de biopsia por via subcutdnea, en la zona
abdominal, en varias especies de animales. Las
ranas y tortugas demostraron ser resistentes al
hongo. En los monos, la infeccion experimental
demostrd ser muy grave y les caus6 la muerte 18 a
31 dias posinoculacién, mientras que en las ratas y
perros la enfermedad fue mas parecida a la
desarrollada en el humano, cronica y ulcerativa
(Negroni, 2011).

Agente etiologico

Coccidioides spp. presenta diferentes
formas en su fase saprofita y parasitaria y se distin-
gue de otros patogenos fingicos por las caracteristi-
cas morfologicas tinicas de su crecimiento en el
tejido del hospedero.

Posicién taxondmica
Divisioén: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Onygenales
Familia: Onygenaceae
Género: Coccidioides
Especies: C. immitis y C. posadasii

Hasta 2002 solo se reconocia una especie
del género: C. immitis. Con la utilizaciéon de
herramientas moleculares se propuso una nueva
especie, C. posadasii, para los aislamientos de
Arizona, Texas, México, Venezuela, Argentina y
Brasil, reservando el nombre C. immitis para los
aislamientos de California (Fisher et al., 2002).

Las especies de Coccidioides se identifican
sobre la base del polimorfismo de cinco proteinas
conservadas, ademas de caracteristicas fenotipi-
cas como el crecimiento en medios con alta
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concentraciéon de sales (Castanéon-Olivares et al.,
2007; Gomez & Guida, 2010; Welsh et al., 2012).

Las especies de Coccidioides habitan en
zonas geograficas semiaridas, donde la temperatu-
ra anual promedio es de 30 °C, con veranos extre-
madamente calurosos y terrenos alcalinos areno-
sos o arcillosos. El hongo crece desde la superficie
y hasta una profundidad de 30 cm; los micelios
permanecen latentes bajo la superficie del suelo.
Tras periodos de lluvias, el agente se multiplica y
libera gran nimero de artroconidios y su disper-
sibn se asocia con eventos de remociéon de tierra
por causas naturales como el viento o por interven-
cién humana en agricultura y construcciones. Los
artroconidios son las formas infectantes que
ingresan en humanos y animales por via inhalato-
ria (Carrasco-Zuber et al., 2016) y, en aproxima-
damente 48 horas, se redondean hasta formar
esférulas en el hospedero. Las esférulas maduras
miden entre 20 y 150 um de diametro y dentro de
ellas se forman endosporas de 2 a 4 um de diame-
tro. Las esférulas maduras se rompen y liberan las
endosporas, las que originan nuevas esférulas
propagando la infeccion (Castanoén-Olivares et al.,
2007; Laniado-Laborin et al., 2012).

Factores de virulencia

Los artroconidios de Coccidioides spp.
pueden evadir al sistema inmunolégico del hospe-
dero. La pared del conidio, derivada de la pared de
la hifa original, es hidrofébica y est4 adaptada para
propagarse a través del aire. Esta pared constituye
una capa de proteccioén pasiva contra los mecanis-
mos celulares de defensa, contribuyendo a la
supervivencia del patégeno in situ. La elevada
cantidad de endosporas liberadas por cada esférula
es también un factor de virulencia. Las esférulas
estan recubiertas con una sustancia mucilaginosa,
que actia como agente protector contra el sistema
fagocitico del hospedero. Otro factor de virulencia
es la formacion de granulomas, ya que el sistema
inmunitario del hospedero no puede eliminar al
agente causante de la enfermedad dentro del
mismo (Castafidén-Olivares et al., 2007; Welsh et
al., 2012).

Respuesta inmune

En la coccidioidomicosis, la inmunidad
mediada por células es importante para establecer
una respuesta eficaz a la infeccion. El curso clinico
puede ser, en gran medida, influenciado por la
posibilidad de que la respuesta inmune sea predo-
minantemente dirigida hacia un patron Thi o
hacia un patréon Th2. El IFNy, citoquina asociada a
Thi, activa a los macréfagos, que son posterior-
mente capaces de inhibir o destruir los microorga-
nismos. En contraste, las citoquinas asociadas a
Th2 promueven la producciéon de anticuerpos y
disminuyen la regulacion de las funciones de Thi.

Los anticuerpos parecen no conferir proteccion
contra los microorganismos (Martinez-Méndez &
Semprin-Hernandez, 2015). En infecciones autoli-
mitadas, los pacientes suelen presentar un fuerte
retraso en las respuestas de hipersensibilidad a
antigenos coccidioidales y tienen titulos de anti-
cuerpos bajos. Por el contrario, los pacientes con
infeccion diseminada manifiestan tipicamente un
débil o nulo retraso en la respuesta de hipersen-
sibilidad y tienen altos titulos de anticuerpos
(Martinez-Méndez & Semprun-Hernandez, 2015).

Tras la recuperacion de las autoinfeccio-
nes limitadas, los pacientes suelen tener inmuni-
dad de por vida. Ademéas de los mecanismos
mediados por células T de la inmunidad adquirida,
las células natural killer (NK) pueden jugar un
papel en la resistencia innata a los organismos
(DiCaudo, 2006). Mediante técnicas de inmuno-
histoquimica se demostr6 el predominio de linfoci-
tos T en el centro y la periferia de los granulomas,
mientras que los linfocitos B se encontraban distri-
buidos en la periferia de los mismos, independien-
temente del tejido donde se desarroll6 la lesion, de
la cantidad de lesiones y de hongos y de la
naturaleza y gravedad de la respuesta inflamatoria
(Shubitz et al., 2011).

Aspectos clinicos

La principal forma de contagio de la
enfermedad es por la inhalacion de los artroconi-
dios dispersos en el ambiente. Otra forma de
contagio, menos frecuente, es la inoculacién direc-
ta de esporas en el tejido del animal, lo que origina
la formacion de un granuloma localizado (Shubitz
& Dial, 2005; Espinoza et al., 2014).

Signos clinicos

Las infecciones en los animales varian
desde asintomaticas a graves y mortales. El hongo
es capaz de invadir casi cualquier tejido del
cuerpo. Los sitios méas comunes de propagacion
varian con las especies, pero casi todos los tejidos y
6rganos pueden ser afectados. La afeccion del
corazoén o del pericardio puede ser mas comun en
animales que en humanos. La propagacion puede
0 no estar acompanada de signos de enfermedad
sistémica (Shubitz & Dial, 2005; Shubitz, 2007).

La diseminaciéon hematogena y linfatica de
endosporas origina la enfermedad diseminada.
Uno de los 6rganos mayormente afectados son los
ojos, causando uveitis granulomatosa unilateral o
bilateral; también afecta frecuentemente el dngulo
de filtracién, cuerpo ciliar, retina y coroides. En
algunos de los casos se puede presentar hipema y
hemorragia vitrea (Schaer, 2006). Los 6rganos que
se encuentran afectados principalmente son linfo-
nédulos, pulmoén, hueso, corazén, mediastino y
piel (Shubitz et al., 2011; Ortiz et al., 2015).
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Formas clinicas

La infeccién por Coccidioides spp. puede
ser asintomatica o sintomatica. La primera se
resuelve completamente, estableciéndose inmuni-
dad ante una reinfeccion. La infeccién sintomética
puede presentar un curso subagudo o cronico
progresivo que, sin un tratamiento adecuado,
puede llevar a la muerte (Shubitz & Dial, 2005).

Formas de presentaciéon

Enfermedad pulmonar leve:

Cursa con manifestaciones clinicas leves a
inaparentes después de una a cuatro semanas de
exposicion. Un hospedero con el sistema inmunold-
gico competente podrd combatir la infeccion e
inclusive resolverla.

Enfermedad multisistémica diseminada:

Se presenta después de meses o afios de la
exposiciéon y es méas frecuente en perros que en
gatos. Los felinos son naturalmente més resisten-
tes a este tipo de presentacién. A partir de los
pulmones se disemina hacia todos los 6rganos por
medio de las circulaciones linfatica y sanguinea.

Manifestaciones clinicas en caninos

Los perros machos, jovenes, de razas
boxer, pointer, pastor australiano, beagle, scottish
terrier, doberman pinscher y cocker spaniel que
viven en los exteriores de las viviendas en areas
endémicas son afectados con mas frecuencia
(Morgan et al., 2004). El habito del perro de
olfatear aumenta las probabilidades de contraer la
enfermedad (Ettinger & Feldman, 2004; Morgan
et al., 2004). En los perros y en otras especies
animales se comprobd que se necesitan 10 artro-
conidios para producir la enfermedad -clinica
(Calderon-Garciduenasa et al., 2013). La presenta-
cion de signos respiratorios se debe a la respuesta
inflamatoria originada en el hospedero a causa de
las endosporas. Una enfermedad respiratoria leve
o subclinica se debe a una buena respuesta
inmunitaria, mientras que la enfermedad pulmo-
nar grave y diseminada se da en animales con una
pobre respuesta inmunoldgica (Morgan et al.,
2004).

En perros, el periodo de incubacion puede
variar entre 1 y 3 semanas. Esto se debe a la
respuesta inmunitaria de cada animal, lo que
también determina la severidad de la enfermedad
clinica (Ettinger & Feldman, 2004). La mayoria de
los perros infectados presenta fiebre, inapetencia y
pérdida de peso progresiva. También es comun
observar complicaciones en el aparato respiratorio
con sintomas leves o, en algunos casos, hasta
inaparente. La tos es el sintoma predominante. Las
lesiones cutineas con drenaje, queratitis, uveitis,
ceguera aguda, cojeras asociadas con dolor de
huesos largos e inflamacion del periostio son otras

manifestaciones que pueden observarse (Schaer,
2006; Shubitz, 2007).

Aproximadamente el 20 % de los perros
presenta lesiones cutaneas: nodulos, abscesos,
tlceras y trayectos fistulosos. Comunmente, las
lesiones de piel son consecuencia de las infec-
ciones Oseas subyacentes, mientras las infecciones
primariamente cutaneas son consecuencia de la
inoculacion directa del agente en la piel (Ettinger
& Feldman, 2004; Morgan et al., 2004).

A diferencia de los humanos, en los que
Coccidioides spp. puede producir meningitis, en
perros se producen lesiones granulomatosas en el
SNC con convulsiones. Si la enfermedad involucra
el corazon y el pericardio puede causar disfunciéon
cardiaca, arritmias, sincope o muerte suabita
(Shubitz, 2007).

Manifestaciones clinicas en felinos

La coccidioidomicosis no tiene predilec-
cion de sexo o raza en los gatos. Se diagnostica con
mucha menos frecuencia que en los perros, por lo
que la informacion existente es limitada (Lloret et
al., 2013). Las lesiones cutineas parecen ser el
signo presente mas frecuente; en general, al
momento del diagnoéstico la enfermedad esti
diseminada y es de curso grave. Pueden observarse
dermatitis con lesiones que no tienden a cicatrizar,
tlceras o abscesos cronicos que no responden a los
antibioticos. De estas lesiones pueden obtenerse
biopsias, aspirados o materiales para -cultivo
(Morgan et al., 2004; Shubitz, 2007). Puede
producirse una linfadenopatia regional. Frecuente-
mente se observan signos no especificos, tales
como fiebre, letargo, pérdida de peso y anorexia
(Castanon-Olivares et al.,, 2007; Welsh et al.,
2012).

En algunos gatos, la pérdida de peso
severa puede ser el Gnico signo (Gémez & Guida,
2010). Los signos respiratorios no son tan
comunes en los gatos como en los perros; sin
embargo, pueden existir lesiones pulmonares sin
manifestaciones clinicas. Se comprob6 que el 25 %
de todos los gatos afectados por el hongo tienen
dificultad respiratoria, pero la tos no es comun.
Otros sitios de diseminacion son similares a los de
los perros, a pesar de que los huesos no parecen
estar involucrados con tanta frecuencia como en
los caninos (Ettinger & Feldman, 2004).

Los signos de afecciéon del SNC son mas
variables en los gatos y pueden incluir incoordina-
cion, convulsiones, hiperestesia y cambios de
comportamiento. También pueden observarse
uveitis anterior, granulomas fingicos y desprendi-
miento de retina. En algunos gatos con enferme-
dad ocular se ha registrado inflamacién periocular
y masas inflamatorias en la conjuntiva palpebral
(Ettinger & Feldman, 2004; Schaer, 2006; Jinks et
al., 2016).
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Diagndéstico diferencial

Todos los signos clinicos referidos son
inespecificos, por lo que son necesarias pruebas de
laboratorio para determinar la causa de la
enfermedad. Los diagnosticos diferenciales inclu-
yen: tuberculosis, neoplasias, otras micosis sisté-
micas y neumonias de origen bacteriano. La
coccidioidomicosis es, de hecho, la "gran imita-
dora" (DiCaudo, 20063; Castafién-Olivares et al.,
2007).

Métodos de diagnoéstico

El diagnostico requiere de un conjunto de
pruebas directas e indirectas, acompanadas de una
anamnesis pertinente y un examen fisico minucio-
so. En los animales con sospechas de granulomas
cerebrales se debe recurrir a estudios avanzados de
imagenes, tales como la resonancia magnética o la
tomografia axial computarizada (Ettinger &
Feldman, 2004).

La coccidioidomicosis se diagnostica me-
diante la observacion de Coccidioides spp. en
muestras procedentes de tejidos, exudados, liquido
de lavado transtraqueal o broncoalveolar, linfo-
nodulos y liquido pleural. En el hospedero el
agente forma esférulas de un didmetro de 10 a 70
um, pero se sabe que algunas pueden medir hasta
200 um (Shubitz & Dial, 2005). En casos raros el
hongo forma hifas en los tejidos o los alvéolos
pulmonares (Welsh et al., 2012).

La determinacion de anticuerpos en
animales que padecen la enfermedad puede ser
negativa o registrar valores muy bajos. Los
estudios serolégicos en felinos son discutidos; no
obstante, se puede detectar IgM especifica en un
82 % de los gatos infectados e IgG especifica en el
100 % (Ettinger & Feldman, 2004).

Los hallazgos hematologicos incluyen
anemia leve, normocitica, normocrémica y no rege-
nerativa. A menudo se aprecian neutrofilia mode-
rada, por lo general con desviacion a la izquierda, y
monocitosis, mientras que la hipoalbuminemia y la
hiperglobulinemia son anomalias constantes. Los
hallazgos bioquimicos incluyen el incremento de
las concentraciones séricas de ALT, AST, fosfatasa
alcalina (FA) y bilirrubina total (BT), lo que indica
compromiso hepatico. La azoemia y la hiperfosfa-
temia pueden ser indicativas de compromiso renal.

En algunos casos se observa hipercalcemia
(Morgan et al., 2004). Un estudio retrospectivo
evidenci6 glomerulonefritis mediada por comple-
jos inmunes en caninos y se sugiri6 que la
coccidioidomicosis pulmonar persistente puede
estimular una respuesta inmune, que puede
producir dano glomerular (Mehrkens et al., 2016).

En las radiografias de térax de caninos se
suelen observar anomalias como patrones
intersticiales o peribronquiolares difusos y rara vez
infiltrados alveolares. Algunos autores documenta-
ron linfadenopatia hiliar en cerca del 80 % de los

perros y afectacion pleural manifestada por engro-
samiento o derrame en menos del 65 % (Ettinger
& Feldman, 2004).

Métodos directos
Examen directo en fresco

En el laboratorio, el examen en fresco con
KOH forma parte de la rutina para la observacion
de hongos en materiales bioldgicos. Con esta
técnica se puede ver la doble pared. La fase tisular
del microorganismo generalmente se observa
como cuerpos esféricos de 10 a 70 um, de pared
gruesa y sin yemas, en cuyo interior presentan
gran cantidad de endosporas de 2 a 5 um (esféru-
las inmaduras). Las esférulas més pequenas
pueden carecer de endosporas (Canteros & Suérez-
Alvarez, 2012). Las esférulas inmaduras pueden
confundirse con otros elementos, por lo que deben
buscarse las esférulas maduras llenas de
endosporas (Ajithdoss et al., 2011).

Cultivo

El desarrollo del hongo en -cultivo
confirma el diagnostico. No obstante, debido a la
naturaleza altamente infectante de los artroconi-
dios, este analisis queda reservado para laborato-
rios de referencia con niveles de bioseguridad
adecuados (laboratorio de bioseguridad nivel 3)
(Schaer, 2006).

La identificacién depende del hallazgo de
los artroconidios caracteristicos de la fase
saprofitica de Coccidioides (Figura 1). Los artroco-
nidios se consideran altamente infectantes y pato-
genos, por lo que en muchos casos se obvia el
cultivo y se remiten muestras para histopatologia o
serologia. Para la identificacion definitiva se
requiere la produccién de esférulas en animales
infectados en forma experimental o en cultivo
liquido en medio de Converse a 37 °C en atmdsfera
de CO, (Ajithdoss et al., 2011; Welsh et al., 2012).

C. immitis y C. posadasii crecen en una
gran variedad de medios de cultivo con
antibi6ticos o sin ellos a 28 °C y a 37 °C. En
algunos casos, su desarrollo puede tardar hasta 3
semanas (Morgan et al., 2004; Welsh et al., 2012).
Existen medios de cultivo como el agar Mycosel®
o Mycobiotic® (agar dextrosa Sabouraud con
cicloheximida), en los que, entre 25 y 30 °C, se
observan que, macroscopicamente, al tercer dia la
colonia es glabra, después vellosa y luego
francamente algodonosa, de color blanco grisaceo
o amarillento. Microscopicamente, se observan
hifas delgadas y septadas con artrosporas rectangu-
lares de 2 x 3 6 4 x 6 um. Los artroconidios,
estructuras de pared gruesa, alternos a lo largo de
la hifa y separados unos de otros por células
disyuntoras, empiezan a aparecer entre el décimo y
décimo cuarto dia. El cultivo se debe realizar en
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tubo y examinar entre siete a diez dias posinoculo.
Para la observacion microscopica, en caso de no
poseer un laboratorio de nivel BSL3, es necesario
colocar gotas de formol dentro del tubo antes de
tomar la alicuota (DiCaudo, 2006; Castafién-
Olivares et al., 2007).

Conviene recordar que Coccidioides Spp.
en el cultivo, tanto a 36-37 °C como a 25-30 °C,
crece en forma de micelio y es altamente
infectante.

‘Q 7 ‘,. ‘: ‘. ™ y"’ .V'\
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Figura 1. Fase saproéfita de C. posadasii (objetivo 40X).
Impronta de cultivo micoldgico. Tinciéon azul de algodén.
Gentileza del Dr. Gustavo Giusiano.

Histopatologia

Los pulmones son los oOrganos mas
afectados, pero la infeccion puede involucrar a
otros 6rganos como los linfonddulos, piel, bazo,
higado, rifiones, huesos, articulaciones y 6rganos
del SNC. En el examen histolégico se observa el
granuloma coccidioidal. La presencia de necrosis
con abundantes leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos y eosinéfilos es una caracteristica
comun en estas lesiones, pero también pueden
estar presentes en otras formas clinicas. Se
observan, ademas, linfocitos, células epitelioides,
células gigantes multinucleadas y fibrosis (Welsh
et al., 2012; Carrada-Bravo, 2014).

Las lesiones macroscopicas reflejan los
cambios histopatologicos, que pueden incluir
respuesta piogranulomatosa con neutroéfilos, eosi-
nofilos, macrofagos, células gigantes multinuclea-
das con células epitelioides, necrosis caseosa e
hialinizacién o fibrosis con linfocitos en la perife-
ria. Los cambios granulomatosos, fibrosis y ocasio-
nalmente calcificacién pueden representar lesiones
cronicas, pero Unicamente la presencia de
Coccidioides spp. los distingue de lesiones
causadas por otras enfermedades (Castanon-
Olivares et al., 2007).

En algunos casos se han descrito vasculitis
con inflamacién perivascular y endarteritis oblite-
rante en asociacién con meningitis/encefalitis
coccidioidal. La reaccion supurativa puede ser

extensa, pero los microabscesos suelen encontrar-
se adyacentes a los granulomas. Ocasionalmente,
la superficie de esférulas maduras tehidas con
H&E muestra un deposito eosinofilico similar al
fenébmeno de Splendore-Hoeppli asociado con
otros hongos. Ademés de las tinciones con H&E y
Papanicolau, las tinciones que ponen de manifies-
to polisacaridos, como la reaccién de PAS y las
técnicas de plata metenamina (PMN), son ttiles
para la identificacion de Coccidioides (Vale-Echeto
et al., 1999). Es posible encontrar esférulas en los
tejidos y, en raras ocasiones, hifas (Castafion-
Olivares et al., 2007). Las esférulas miden de 10 a
70 um, tienen pared gruesa y citoplasma
eosinofilico. Pueden tener aspecto de cuerpo
asteroide (Splendore-Hoeppli) y en lesiones no
activas se deforman y adoptan formas variadas; si
se rompen dan salida a las endosporas
mononucleadas de 2 a 5 uym de diametro (Shubitz
& Dial, 2005).

Con PMN se observan esférulas de color
parduzco a negro, mientras que el resto del tejido
se tifie de verde. Las paredes de las células
fangicas son gruesas y en el interior se pueden ver
las endosporas. También se pueden ver esférulas
inmaduras y endosporas libres (Canteros & Suérez-
Alvarez, 2012). La observacion de formas hifales/
miceliales requiere obligatoriamente de cultivo
(Castanon-Olivares et al., 2007).

Con PAS se observan esférulas de 10 a 70
um de color rojo, mientras que el resto del tejido
se tine de azul-violdceo. También resaltan con esta
tincion las paredes que, al igual que con la PMN,
se ven gruesas y en el interior pueden verse las
endosporas (Canteros & Sudrez-Alvarez, 2012).
Estas tinciones especiales se utilizan en caso de
duda o cuando las esférulas son escasas. Cuando
las esférulas son jovenes y pequeiias, se requiere el
diagnostico diferencial con otros organismos
fangicos, tales como Cryptococcus neoformans y
Blastomyces dermatitidis y, cuando las esférulas
son muy grandes, con Rhinosporidium seebert, el
agente de la rinosporidiosis (Welsh et al., 2012).

Se pueden realizar técnicas de inmuno-
histoquimica (Figura 2), sensibles y especificas, en
las que se utilizan anticuerpos policlonales especi-
ficos contra el agente, producidos en otra especie
distinta de la del estudio. Luego se agrega un
anticuerpo anti-especie, lo que amplifica la sefal
en el momento de observarla microscopicmente,
previo revelado.

Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares, tales como
hibridacién in situ (HIS) y PCR, pueden ayudar en
la identificacion de C. immitis / C. posadasii en
tejidos embebidos en parafina. La HIS es menos
sensible pero mas especifica que las tinciones
histolégicas convencionales, como la PMN. En los
casos en que los microorganismos observados no
puedan diferenciarse morfoloégicamente de otros,
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la HIS puede proporcionar confirmacion especifica
en las secciones histolégicas dificultosas. Esta
técnica puede ser particularmente 1til para
diferenciar esférulas pequenas e inmaduras de C.
immitis / posadasii de Blastomyces dermatitidis y
Cryptococcus neoformans (DiCaudo, 2006).

Con la técnica de RFLP se inici6 la
caracterizaciéon de Coccidioides spp., encontrando
diferencias gendmicas de los aislados de distintas
regiones (Zimmermann & Snedker 1994). Por otra
parte, en estudios similares se hall6 una especie de
Coccidioides endémica de California y otra no
perteneciente a esta region (Burt et al., 1997;
Koufopanou et al., 1997).

Otras técnicas moleculares disponibles
para la identificacion de especies de Coccidioides,
a partir de muestras clinicas, son la PCR anidada y
la PCR en tiempo real que amplifican un
fragmento del gen que codifica un antigeno
especifico denominado 2/antigeno rico en prolina
(Ag2/PRA) (Peng et al., 1999). La primera técnica
amplifica un fragmento de 340 pb perteneciente a
una parte del gen que codifica el Ag2/PRA. La
secuenciacion del fragmento del gen Ag2PRA
amplificado por la PCR anidada permite, ademas,
la identificacibn a nivel de especie de estos
hongos.

La identificacion mediante el uso de
polimorfismos sencillos de nucledtidos (SNP) por
medio de sondas tagman, es otro método de
identificacion de especies de Coccidioides; el
mismo amplifica tres secuencias blanco: prolina
157, prolina 174 y glucosa sintetasa 192 (Castafion-
Olivares et al., 2007).

Debido al gran riesgo que conlleva el
cultivo del hongo y la necesidad de un diagnostico
rapido y certero para la instauracion de un
tratamiento médico, se desarroll6 una PCR en
tiempo real para la identificacion del género
Coccidioides basada en la identificacion de un
fragmento de 170 pb de la region ITS2 (Binnicker
et al., 2007). La técnica demostr6 100 % de
sensibilidad y 98,4 % de especificidad en muestras
de tracto respiratorio y 92,9 % de sensibilidad y
98,1 % de especificidad en muestras de tejido
fresco, mientras que, en muestras tomadas de
tejidos parafinados destinados a técnicas histopato-
logicas, se evidencié una sensibilidad del 73,4 % y
una especificidad del 100 % (Binnicker et al.,
2007).

Para identificar de una forma mas sencilla
las especies a partir de cultivos, se trabajo sobre el
fragmento gendmico denominado Coig de la
region ITS2, el cual produce una banda de 634 pb
para C. posadasii y una banda de 720 pb para C.
immitis (Umeyama et al., 2006).

Posteriormente se determind que primers
dirigidos a la amplificaciéon de fragmentos de la
region ITS3 - ITS4 amplifican también la region
ITS2; de esta forma, se descartd el método basado
en el segmento ITS2 para la diferenciacion de
especies del género Coccidioides (Tintelnot et al.,
2007).

Figura 2. Endosporas de Coccidioides posadasii. Técnica
inmunohistoquimica con peroxidasa de rabano picante (HRP),
realizada en cortes histologicos de una biopsia de piel de perro,
utilizando un anticuerpo anti-Coccidioides y diaminobenzidina
como cromégeno. Aumento 1000X. Gentileza del Dr. Roberto
Suérez-Alvarez. Departamento de Micologia. ANLIS-INEI “Dr.
Carlos G. Malbran”.

Meétodos indirectos

Inmunodiagndstico

Prueba cutanea con coccidioidina o esferulina:

Se la realiza mediante la inyecci6on
intradérmica de 0,1 ml de coccidioidina diluida. La
reaccion de hipersensibilidad se lee a las 24 y 48
horas y se considera positiva con una inflamacién
de 5 mm o mas, con respecto a la medida pre-
inoculacion. Esta prueba se emplea en estudios
epidemiologicos para determinar la prevalencia de
exposicion y la presencia de brotes. El uso de la
coccidioidina para diagnosticar enfermedad activa
en zonas endémicas ha sido descartado, ya que
solo evidencia contacto con el hongo (primoinfec-
ci6on) y no enfermedad activa. La prueba es de
valor diagnostico solo en animales con anteceden-
tes de reaccién negativa. Una prueba cutanea
negativa en un animal que antes habia resultado
positiva, indica anergia acompafada de enferme-
dad diseminada avanzada (Welsh et al., 2012).

Prueba de precipitacion en tubo:

Se usa para detectar la enfermedad activa
en estadios tempranos. La prueba detecta anticuer-
pos precipitantes IgM (Laniado-Laborin et al,
2012).

Prueba de fijacion del complemento (FC):

Es una prueba que conlleva altos estanda-
res, tanto en la preparacién de reactivos como en
la capacitacion del personal. Es util para el
diagnostico de la enfermedad, pero el punto clave
es la importancia de la prueba para el pronostico,
mediante el seguimiento de la conversion de
titulos; los anticuerpos fijadores del complemento
se elevan en la enfermedad activa y diseminada. La
FC es una prueba no rutinaria y la realizan
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solamente laboratorios de referencia (Ettinger &
Feldman, 2004; Morgan et al., 2004).

Inmunodifusiéon en gel de agar y contrainmuno-
electroforesis:

Son los métodos mayormente empleados
para el diagnoéstico de coccidioidomicosis en la
rutina diaria de laboratorios de diagnoéstico de
zonas endémicas (Ettinger & Feldman, 2004). Esta
prueba tiene valor diagnostico. Arrojan resultados
positivos casi al mismo tiempo que la prueba de
fijacion de complemento. La inmunodifusién (ID)
se lleva a cabo usando una muestra de suero y
antigeno de Coccidioides spp. Es la prueba méas
comun para el diagndstico de la enfermedad, es de
facil realizacion y existen reactivos comerciales. No
es de eleccion en lugares endémicos donde el
paciente presente signos escasos e inespecificos.

Aglutinacion de particulas de latex:

Se usan particulas de latex sensibilizadas
con antigeno coccidioidina. Es 1til para el diagnos-
tico de animales con signos clinicos (Ettinger &
Feldman, 2004; Morgan et al., 2004).

Otros métodos serologicos son las técnicas
de anticuerpos fluorescentes especificos para
descubrir esférulas en los tejidos y artroconidios
en el suelo. También se han usado pruebas de
inhibicion de anticuerpos fluorescentes. Reciente-
mente se probé un inmunoensayo enzimatico en el
cual los anticuerpos IgG son reconocidos por la
proteina A/G como herramienta para estudiar la
expansion de la regidon endémica para la coccidioi-
domicosis. Este ensayo, con un punto de corte
adecuado, puede ser adaptado a otras especies
(Chow et al., 2017).

Tratamiento

Los farmacos utilizados preferentemente
son el ketoconazol, a dosis de 5-15 mg/kg por via
oral cada 12 horas, o el itraconazol, a dosis de 5-10
mg/kg por via oral cada 24 horas. El tratamiento
con ketoconazol dura aproximadamente 2 meses o
hasta la remision de los signos clinicos. Una de sus
desventajas es la hepatotoxicidad, presente en
tratamientos prolongados (12 meses). Ademas, es
teratogénico, limitando su uso en hembras gestan-
tes o en hembras destinadas a la cria comercial. En
perros con tratamientos de méas de 12 meses puede
causar cataratas (Ettinger & Feldman, 2004;
Morgan et al., 2004; Schaer, 2006; Gomez &
Guida, 2010). El itraconazol es un triazol usado
para el tratamiento de la coccidioidomicosis. Es
mas eficaz y tiene menos efectos secundarios que
el ketoconazol. El itraconazol parece tener un
mejor efecto en lesiones cutdneas, subcutineas y
6seas. Su biodisponibilidad, después de la adminis-
tracion de la solucién oral en condiciones de
ayuno, es 60 % mayor en comparacion con
capsulas que se toman después de las comidas. El

hidroxiitraconazol es un metabolito antiftngico
activo de este farmaco, se acumula el doble de la
tasa del farmaco original y aumenta la biodisponi-
bilidad de itraconazol hasta un 80 % (Welsh et al.,
2012).

Los nuevos triazoles, el posaconazol y el
voriconazol, son agentes antimicoticos utilizados
en el tratamiento de enfermedades causadas por
hongos dimorfos. El posaconazol no es metaboliza-
do por enzima de la familia del citocromo P450 y
es excretado principalmente en las heces. El
posaconazol es un inhibidor del citocromo P450
3A4, pero no inhibe la actividad de otras enzimas
de la familia del citocromo P450. El posaconazol,
por lo tanto, comparado con otros azoles, puede
tener una menor cantidad de interacciones con
otros medicamentos. La dosis de posaconazol es de
800 mg al dia para tratar la coccidioidomicosis
generalizada (Ajithdoss et al., 2011; Welsh et al,,
2012).

La caspofungina es una equinocandina
que ha mostrado cierta eficacia en modelos
murinos, con una mejor correlacion in vitro/in
vivo, utilizando wuna concentracibn minima
efectiva (CME), en lugar de una concentracion
minima inhibitoria (CMI) (de Aguiar Cordeiro et
al., 2009). Se recomienda suministrar dosis bajas
del antimicoético después de la desaparicion de los
signos para evitar de esa forma casos recurrentes
en algunos animales. Un antimicético muy
empleado en micosis sistémicas es la anfotericina
B, aunque para el tratamiento de la coccidioido-
micosis parece no ser de mucha ayuda (Ettinger &
Feldman, 2004).

En la actualidad se estdn probando farma-
cos antifingicos en desarrollo como el VT-1161, el
cual result6 eficaz para el tratamiento de formas
respiratorias en perros naturalmente infectados,
con una toxicidad minima. Este hecho promueve
investigaciones para su uso en humanos (Shubitz
et al., 2017).

Con respecto al seguimiento clinico, la
mejor manifestacion de mejora es la desaparicion
de los signos de la enfermedad. Cuando se realizan
tratamientos con antimicoticos nitrogenados du-
rante largos periodos se debe evaluar el perfil
completo de enzimas hepaticas séricas (Ettinger &
Feldman, 2004; Morgan et al., 2004). Se deben
evaluar los titulos de anticuerpos 3 y 6 meses
después de los tratamientos para controlar la
reactividad de la infeccién (Ettinger & Feldman,
2004).

El pronéstico en perros y gatos es bueno
cuando solo se presentaron manifestaciones pul-
monares. En animales con enfermedad disemina-
da el pronoéstico es reservado; los individuos con
enfermedad diseminada y suspension del trata-
miento al desaparecer los signos clinicos,
generalmente padecen recaidas. La enfermedad
diseminada sin tratar siempre es fatal (Morgan et
al., 2004).
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Figura 3. Algoritmo de diagnostico de coccidioidomicosis.

Caso clinico

En Catamarca, Argentina, el propietario
de un perro de raza boxer, macho, de 2 afios y 10
meses de edad, tratado anteriormente con
corticoides y antibioticos por un cuadro pulmonar
cronico, llegd a la consulta presentando tos, dis-
nea, hipertermia, claudicacién, emaciacién, lesio-
nes plantares ulceradas y adenopatias submaxi-
lares y popliteas. El médico veterinario le indico
estudios radiograficos, los cuales mostraron una
neumonitis con patron intersticial, y analisis de
sangre que indicaron wuna leucocitosis con
neutrofilia e hiperglobulinemia.

El veterinario decidi6 obtener una biopsia
de las lesiones cutaneas para su estudio histopato-
légico. En el mismo se observaron granulomas
histiocitarios subepidérmicos y esférulas compati-
bles con Coccidioides sp. Ademas, se realizaron
estudios microbiologicos de linfonddulo submaxi-
lar y serolégicos para la deteccion de anticuerpos
anti-Coccidioides. El examen directo aclarado con
KOH, la inmunohistoquimica y otras coloraciones
del tejido ganglionar revelaron presencia de
esférulas y endosporas.

Se medic6 al paciente con fluconazol
durante los primeros 4 dias de tratamiento y al
quinto se decidi6 cambiar por itraconazol en una
dosis de 100 mg/dia. El paciente no presento
mejoria y se resolvio la eutanasia, debido al
avanzado e irreversible cuadro clinico.

El hongo fue identificado como
Coccidioides sp. mediante cultivo y conversion
dimorfica en medio de Converse y detecciéon de
antigenos extracelulares. Posteriormente, utilizan-
do técnicas moleculares, el hongo pudo ser identifi-
cado como C. posadasii mediante secuenciacion de
un fragmento del gen Ag2/PRA (Dra. Canteros,
comunicacién personal) (Casal et al., 2008).

Algoritmo de diagndstico

En la figura 3 se muestra un algoritmo
simple para arribar al diagnoéstico de la
coccidioidomicosis. Es recomendable que se
obtengan resultados positivos de tres o mas
pruebas para confirmar el diagnostico.

Discusioén y conclusiones

El cultivo positivo de Coccidioides spp.
aun se considera el estdndar de oro para el
diagnostico de esta micosis. Sin embargo, la
dificultad para la obtenciéon de un aislamiento hace
que la utilizaciéon de métodos seroldgicos sea més
apropiada (Laniado-Laborin et al., 2012).

En estudios citolégicos, dependiendo del
material a examinar, puede observarse una escasa
cantidad de esférulas, lo que hace dificultoso el
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diagnostico. Para llegar a un diagnostico exitoso es
necesario contar con el material clinico adecuado,
en abundante cantidad, y conservarlo conveniente-
mente hasta el momento de analizarlo. En estu-
dios histopatologicos se recomienda tomar mues-
tras de varios sitios para aumentar las posibi-
lidades de encontrar el microorganismo. Las
tinciones recomendadas son PAS y PMN (Morgan
et al., 2004). El estudio histopatologico se
considera mas factible que las técnicas molecula-
res, debido a que existen pocos laboratorios para el
diagnostico de coccidioidomicosis mediante PCR,
asi como para otras micosis sistémicas (Ramirez-
Romero et al., 2016).

En los perros que presenten una
signologia de debilidad crénica, linfadenopatia
generalizada, cojera y nddulos o tlceras cuténeas
debe considerarse, dentro de los diagnosticos
diferenciales, una micosis sistémica, entre las que
se encuentra la coccidioidomicosis, sobre todo en
regiones en las que estas enfermedades fungicas
son consideradas endémicas. Se han realizado
estudios retrospectivos para determinar la asocia-
cion de lesiones glomerulares con la coccidioido-
micosis mediante histopatologia, ya que un
analisis de orina no es frecuente ante una sospecha
de coccidioidomicosis (Mehrkens et al., 2016). Sin
embargo, se requieren mas investigaciones con
técnicas que permitan demostrar la presencia de
complejos inmunes asociados a la produccion de
una glomerulonefritis en estos casos.

En regiones donde no es endémica, la
coccidioidomicosis representa un desafio para el
diagnoéstico, debido a que su presentaciéon clinica
no es especifica y puede sugerir otras enfermeda-
des, incluyendo tuberculosis (Fernandez et al,
2017). Es indispensable emplear varias de las
técnicas disponibles para llegar a un diagndstico
definitivo, tanto en humanos como animales.

La combinaci6n de terbinafina y un triazol
puede tener efectos sinérgicos en el tratamiento
(Simoes et al, 2016). No obstante, se necesitan
estudios mas exhaustivos para evaluar su eficien-
cia en la resolucién de la enfermedad.

La coccidioidomicosis es una enfermedad
micotica de gran relevancia a causa de la gran
variedad de especies que pueden verse afectadas,
incluyendo al ser humano. Al tratarse de un proble-
ma de salud publica, el control y la vigilancia de
esta enfermedad deben integrar los conocimientos
de los médicos veterinarios y los médicos, sobre
todo en regiones en las que la presentacion de esta
enfermedad no es frecuente.
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