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RESUMEN

La coccidioidomicosis es una enfermedad endémica del continente americano y es causada por los hongos Coccidioides
immitis y Coccidioides posadasii. Estos patégenos humanos han sido objeto de estudios epidemiolégicos y han revelado
variabilidad genética, asi como una estructura de poblacion recombinante, ademas de un sistema de reproduccién sexual
aun no confirmado. Esta revision presenta un panorama general de los trabajos acerca de la variacién genética y estructura
de poblaciones. La diversidad genética en estas especies puede tener implicaciones importantes en la virulencia y
susceptibilidad a los antifingicos, entre otros.
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ABSTRACT

Coccidioidomycosis is a disease that is endemic to North and South America, and is caused by the fungus Coccidioides
immitis and Coccidioides posadasii. Several studies suggest genetic variability in these fungi. There is also a recombinant

reproductive system, besides a sexually system reproduction, however, this is not confirmed. This review presents an
overview of the works on the genetic variability and population structure. Genetic diversity in these species may have

important implications in virulence and antifungal susceptibility.
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INTRODUCCION

Coccidioides immitis y Coccidioides posadasii son los
agentes causales de la coccidioidomicosis, una enferme-
dad endémica en el continente americano.' Las zonas
endémicas mas importantes de esta micosis son el suroes-
te de Estados Unidos, norte de México (MX), Centroaméri-
cay laregion precordillerana de América del Sur.? Las con-
diciones del habitat, descritas para el desarrollo de la fase
saprobia de estos hongos, son suelos arenosos de zonas
aridas, donde la precipitacién pluvial es < 500 mm.*>

La infeccién en humanos y otras especies de mamiferos
se produce por la inhalacion de artroconidios, los cuales
son dispersados por el aire. Una vez en el huésped se con-
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vierten en esférulas que contienen gran cantidad de endos-
poras y cada una de éstas es capaz de dar origen a otra
esférula. En caso de enfermedad, ésta inicia con un cuadro
respiratorio agudo, en general benigno, con cura esponta-
nea; sin embargo, puede evolucionar hacia formas clinicas
progresivas, que diseminan a los tejidos cutaneo, subcuta-
neo, visceral y 6seo. Estas formas progresivas severas son
causantes de una alta morbimortalidad y comtinmente es-
tan asociadas a pacientes inmunocomprometidos.®

En la naturaleza, las especies del género Coccidioides
producen abundantes artroconidios a través de un meca-
nismo de reproduccion asexual, los cuales pueden ser in-
halados por huéspedes mamiferos (entre ellos, los huma-
nos) y causar enfermedad, provocando brotes epidémicos
en zonas endémicas, lo que ha conducido a examinar la
variabilidad feno y genotipica en poblaciones de Cocci-
dioides spp. a través de la aplicacién de diversas técnicas
de tipificacion.

Es importante sefalar que los primeros estudios dirigi-
dos a identificar la variabilidad genotipica en poblaciones
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Cuadro 1. Diferencias especie-especificas entre los genomas de C. immitis y C. Posadasii.

C. immitis C. posadasii
Genoma (No. de contigs) 7 58
Tamano de genoma 28.9 Mb 27 Mb
Genes (n) 10,355 7,229
Secuencias repetitivas 17% 12%

Dinucleétidos CpG*

19% mas abundantes
en secuencias
no repetitivas

19% mas abundantes
en secuencias
no repetitivas

Genes especificos 282 66
Regiones conteniendo genes especie-especificos 53 45
Genes expresados en regiones conteniendo genes especie-especificos 132 42

CpG: citosina-fosfato-guanina.

del género Coccidioides sélo consideraron la especie
C. immitis, ya que la especie C. posadasii fue formalmente
reconocida hasta 2002.

VARIABILIDAD GENETICA
Y ESTRUCTURA DE POBLACIONES

Uno de los primeros estudios orientados a identificar
variacion genética en Coccidioides fue a través del poli-
morfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), a partir de DNA obtenido de 15 aislados de pa-
cientes en California. Los resultados mostraron un patrén
RFLP similaren 13 de los 15 aislados, y un segundo patrén en
los dos aislados restantes, lo que era indicativo de que los
dos aislados presentaban diversidad genética con respecto
al resto de los aislados.”

Otro estudio se realizé con aislados de C. immitis,
obtenidos de pacientes de un hospital de Tucson, Arizo-
na, después de un brote epidémico ocurrido en Califor-
nia, utilizando la técnica de amplificacion al azar con
oligonucleotidos arbitrarios (RAPD),” ademéas de poli-
morfismo conformacional de cadena sencilla (SSPC), y
secuenciacion de DNA. Los resultados indicaron que ais-
lados de diferentes pacientes tenian genotipos diferentes,
hecho que por si mismo sugeria también variabilidad
genética y apoyaba la existencia de un proceso de recom-
binacién en este hongo.®

Por otro lado, uno de los primeros trabajos en aportar
informacion acerca de la estructura de poblaciones de
C. immitis, a través de la tipificacion de secuencias
multilocus (MLST),' evidencié una diferenciacion genética
entre las tres poblaciones de C. immitis y sugirié un nivel
muy bajo de flujo de genes entre las poblaciones.

A través de la genealogia de genes con una muestra de
17 cepas de C. immitis, procedentes de California, Texas,
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Arizona, México y Argentina, otros autores'"'? probaron si
la especie era recombinante en su conjunto o si existia una
diferenciacién geogréafica en las distintas poblaciones. Para
este fin compararon las genealogias de fragmentos de cin-
co genes nucleares identificados en C. immitis:

e CHS1. Codifica para quitina sintetasa. '

e pyrG. Codifica para la orotidina 59-monofosfato des-
carboxilasa (OMPD).™

e tcrP. Codifica para una proteina de células T reactivas
con homologia a la 4-hidroxi-fenil-piruvato dioxigena-
sa (4-hydroxi-fenil-piruvato dioxigenasa) (4-HPPD). "

e Un gene que codifica para un antigeno de pared, corres-
pondiente a una enzima serina proteasa con homologia
a la quimiotripsina humana.'®

e CTS2. Un gene para un antigeno de fijacién de comple-
mento con homologfa para quitinasas de bacterias.'”'8

La genealogia de cada uno de los cinco locus mostré
una longitud minima entre ellos, indicativa de no recom-
binacion; sin embargo, cuando se analizé la genealogia a
través de los loci, encontraron que el arbol méas parsimo-
nioso revelaba incompatibilidad, con respecto a los arbo-
les construidos de manera individual, indicativa de recom-
binacién en C. immitis. Ademas, llevaron a cabo un andlisis
de particion de varianza, el cual puso de manifiesto una
subdivisién de C. immitis en dos taxones (Clado-Califor-
niay Clado-no California), relacionados con el origen geo-
grafico de los aislados.

Fishery cols.," a través de la seleccion de marcadores
microsatélites analizaron 25 aislados procedentes de Bakers-
field y 12 aislados clinicos del mismo lugar obtenidos
durante el brote epidémico entre 1993-1994 en California;
incluyeron dos representantes externos no California, uno
de Arizonay un aislado de Guatemala. Ademas, ampliaron
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los datos de variables ambientales y utilizaron un anélisis
estadistico retrospectivo para determinar si estos factores
se correlacionaban con la epidemicidad de C. immitis. Por
medio de estos marcadores comprobaron que los 37 aisla-
dos obtenidos en Bakersfield correspondian a C. immitis
California. Entre estos aislados hubo 34 genotipos diferen-
tes y su estructura de poblacién fue coherente con una po-
blacion recombinante, en lugar de una poblacién clonal.™

En un trabajo posterior' se aument6 el nimero de ais-
lados procedentes de diversas regiones geograficas para
corroborar observaciones previas, utilizando nueve loci
microsatélites. Los resultados mostraron la separacion de
dos taxa de Coccidioides que correspondian a dos espe-
cies filogenéticas, apoyando hallazgos previos. Ademas,
se corroboré que C. posadasii representa un clado
monofilético recombinante. De esta manera, los analisis
filogenéticos, utilizando polimorfismos de nucleétido sim-
ple (SNPs), genes y microsatélites definieron la separa-
cion de las dos especies, para los aislados procedentes de
areas endémicas de California se reservé el nombre
de C. immitis, y los aislados procedentes de areas endémi-
cas de Arizona, Texas, México y América del Sur, se
denominaron C. posadasii.

Asimismo, los estudios realizados por diversos auto-
res'®101219 sygieren una estructura de poblacion recombi-
nante para ambas especies, definidas como C. immitis y
C. posadasii; sin embargo, hasta la fecha el ciclo sexual
continta sin ser observado.

Recientemente se ha descrito informacién importan-
te sobre el genoma de Coccidioides spp.,?*?' lo que ha
confirmado la identidad de las dos especies. Sharpton, y
cols.?’ secuenciaron los genomas de C. posadasii (C7359)
y C. immitis (RS), ademas de otros hongos pertenecien-
tes al orden Onygenales, mostrando diferencias entre C.
posadasii y C. immitis (Cuadro 1). En los genomas de
ambos hongos, el contenido de GC en secuencias repe-
titivas es de 14-15% mas bajo que el contenido de GC

Cuadro 2. Composicién de los genomas de 18 aislados de
C. immitis y C. Posadasii.

Datos promedio

25.45-28.95 Mb

389, 250 intergénicos

58,054 intrénicos

46,791 regiones no traducidas
96,505 codificantes sinénimas
95,235 codificantes no sinénimas

Tamano del genoma
SNPs* (687,250)

Elementos repetitivos 8-21%

*SNPs: polimorfismos de nucleétido simple.

+ SOCIEDAD

de las secuencias no repetitivas. Por otra parte, en C.
immitis los dinucleotidos CpG son 19 veces mas
abundantes en secuencias no repetitivas que en las
secuencias repetitivas. En contraste, en secuencias no
repetitivas hay una frecuencia promedio de 51 dinucleo-
tidos CpG por kilobase, y muestra que 73% de las regio-
nes repetitivas no tienen dinucleétidos CpG, mientras
que existen tramos contiguos de las ventanas de 100 kb,
con una frecuencia de CpG muy baja (0.08 dinucleoti-
dos CpG por kilobase).?°

Por lo que se refiere a la estructura cromosémica de
Coccidioides, el primer estudio reportado en la literatura
encaminado a conocer el nimero de cromosomas en este
hongo y a examinar la variabilidad cromosémica entre 12
aislados clinicos, a través de la técnica de electroforesis
de campo pulsado (PFGE), y de ensayos de hibridacién
con sondas de DNA derivadas de un fragmento conserva-
do de un gene ribosomal y tres genes de C. immitis, clo-
nados previamente, mostro la existencia de cuatro cro-
mosomas en la mayoria de los aislados. El tamafio de los
cromosomas obtenido en este estudio fue de 3.2a 11.5
Mb. Por otro lado, con base en los tamanos moleculares
promedio de las bandas de ADN cromosémico, el tamaio
calculado del genoma de C. immitis fue de 29.0 + 3.0
Mb.22 Sin embargo, la informacién mas reciente sobre el
genoma de estos hongos indica que tanto C. immitis como
C. posadasii tienen cinco cromosomas.? Ademas, los
autores identificaron diferencias especie-especificas en la
estructura cromosémica en secuencias homélogas < 500
pb. Por otro lado, de los 23.8 Mb de las secuencias no
repetitivas en C. immitis, el 22.3 Mb (93.5%) presenta
homologia con el genoma de C. posadasii, con una
identidad promedio de secuencias de 98.3% entre los
aislados estudiados. Por lo tanto, 1.5 Mb de DNA no
repetitivo de C. immitis carece de similitud significativa
con C. posadasii. Un andlisis reciproco confirmo las se-
cuencias homadlogas de 22.3 Mb, e identificé 1.1 Mb de
DNA no repetitivo de C. posadasii que esta ausente en C.
immitis. Las secuencias de ambos hongos muestran que a
pesar de tener un tamano similar al de otros ascomicetos
filamentosos, los genomas de los Onygenales son
inusuales en su ndmero de cromosomas, pues mientras
que la mayoria de los ascomicetos filamentosos tienen
entre siete y ocho cromosomas, los genomas de C. immi-
tis y C. posadasii s6lo tienen cinco.?®

Por otro lado, la secuenciacion de genomas de 18 aisla-
dos de C. immitisy C. posadasii, incluyendo dos aislados
secuenciados previamente,? mostré que el tamafo estima-
do para los genomas fue desde 25.45 a 28.95 Mb, y aporté
nueva informacion acerca de la composicion de sus geno-
mas (Cuadros 2 y 3).%
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Cuadro 3. Comparacion de los genomas de C. immitis y C. posadasii.

C. immitis C. posadasii

Cepa RS C735
Tamano de genoma 28.9 Mb 27 Mb
Contigs (n) 7 58
Genes (n) 10,355 7,229
Longitud promedio de los genes 1679 2061
GC (%) 46 46.6
GC codificante (%) 49.9 49.7
GC no codificante (%) 46.2 45.8
Ndmero promedio de intrones por gene 2.3 2.3
Ndmero promedio de exones por gene 3.4 3.3

Los trabajos de Sharpton y cols.? y de Neafsey y cols.?!
evidenciaron que tanto C. immitis como C. posadasii
albergan una importante variacion genética en sus po-
blaciones. Este Gltimo mostré que el grado de divergen-
cia interespecifica se produjo en los Gltimos cinco mi-
[lones de afios, mientras que el anélisis de 16 genomas
adicionales?' revel6 importantes variaciones funcionales
intraespecificas a través de la deteccién de SNPs vy las
inserciones de elementos repetitivos. En este contexto,
los datos de la divergencia entre especies ha permiti-
do inferir que entre C. immitis y C. posadasii ha ocurrido
introgresion de genes.?!

Los trabajos enfocados a estudiar la variabilidad gené-
tica de estos hongos coinciden en que éstos presentan
variabilidad, lo que ha llevado a plantear la siguiente pre-
gunta: ;También existe alta variabilidad fenotipica en es-
tos hongos? Sin embargo, la pregunta atn no se ha res-
pondido con seguridad, pues dada la naturaleza de estos
hongos, los trabajos al respecto son escasos. A continua-
cion se hara una breve resefia de lo que se conoce hasta el
momento.

Varios autores realizaron estudios dirigidos a identificar
diferencias fenotipicas entre ambas especies, fundamentalmen-
te a partir del reconocimiento de la especie C. posadasii.

~ CARACTERIZACION
FENOTIPICA DE C. IMMITIS Y C. POSADASII

Los primeros trabajos en sugerir la importancia de altas
concentraciones de sales para el desarrollo del hongo, rea-
lizados con aislados de C. immitis obtenidos de muestras
de suelos superficiales de zonas endémicas, revelaron una
marcada elevacion de sales solubles.?3%

Ademas, un estudio acerca de la ecologia del suelo,
asociado al desarrollo de C. immitis, demostré que todas
las muestras en una zona endémica de coccidioidomicosis
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eran positivas para el hongo; tenian como caracteristica
que eran suelos alcalinos con textura arenosa, y al parecer
estas caracteristicas fueron mas importantes que el conte-
nido organico del suelo en esta relacién.?

Por otro lado, el trabajo de Fisher y cols. sugiere que la
concentracion de sales para el crecimiento de los hongos
es importante; C. posadasii crece mas lentamente en
medios de cultivo conteniendo altas concentraciones de
sal. Aunque observaron solapamientos en las tasas de creci-
miento entre las dos especies y que la diferencia es
significativa, por lo que este fenotipo no es suficiente para
distinguir entre ambas especies.

Un trabajo relativamente reciente en el que estudiaron
las caracteristicas ecolégicas de Coccidioides spp. de ais-
lados obtenidos del noreste de Brasil, aport6 informacion
relevante acerca de la tipificacién fenotipica de Coccidioides
spp.2® Al examen micolégico los resultados mostraron
colonias con textura glabra, aterciopelada o algodonosa y
una cantidad importante de artroconidios. Tasas de creci-
miento mas lentas en los aislados crecidos en medio de
cultivo con 8% de NaCl, mientras que la maxima tasa
de crecimiento se obtuvo a 30 °C, a concentraciones mas
bajas de NaCl, con un rango de toleranciade pH de 4.0 a
11.0. También se demostr6 que varios carbohidratos y fuentes
de polialcoholes pueden ser eficientemente metabolizados
por Coccidioides spp. en su forma micelial. Otras observa-
ciones mostraron que hubo ausencia total de crecimiento,
en medios suplementados con acido L-aspartico o L-histi-
dina. Mientras que encontraron un intenso crecimiento de
los aislados cuando se incubaron sin ninguna fuente
de los aminoacidos probados. También se revel6 que los
aislados de Coccidioides spp. no crecen en presencia de
Tween 60 y Tween 80; sin embargo, tuvieron un creci-
miento intenso en Tween 20. Otro de los resultados fue
que el acido nicotinico y los compuestos toxicos, acido
caféico y fenol, no podian ser metabolizados por todos los
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aislados probados. Todos los aislados fueron positivos para
la produccién de ureasa y mostraron un intenso crecimien-
to en medios que contenfan concentraciones de ciclohexi-
mida entre 0.01 y 0.05%, pero no crecfan en concentracio-
nesde 0.1y 0.2%.2

En otros hongos se ha observado que la susceptibilidad
a los antiflingicos varfa de acuerdo con la especie, por lo
que en un estudio en el que se compararon perfiles de
susceptibilidad a antifungicos de cepas de C. immitis y
C. posadasii obtenidas de areas endémicas y no endémi-
cas, no se encontraron diferencias significativas.?”

Por otro lado, un trabajo realizado con aislados de
C. immitis y C. posadasii,® revel6 que las caracteristicas
macro y micromorfolégicas, asi como el tamano de
los artroconidios correspondian a las caracteristicas descri-
tas por otros autores y no mostraron diferencias signifi-
cativas entre ambas especies.'?

Aunque hasta el momento los estudios dirigidos a la
fenotipificacion de C. immitis y C. posadasii no han mos-
trado diferencias entre ambas especies, y a pesar de que
ambas especies tienen etiologias similares de la enferme-
dad, sus secuencias de codificacién durante su historia evo-
lutiva seguramente han acumulado miles de diferencias, y
cualquiera de éstas puede causar variacion fenotipica im-
portante que puede ser relevante para una futura vacuna o
eficacia terapéutica, por lo que los estudios atn son insufi-
cientes a este respecto.

CONCLUSIONES

Los trabajos enfocados a estudiar la variabilidad genéti-
ca en C. immitis y C. posadasii coinciden en que ambas
especies presentan gran variabilidad, a diferencia de los
estudios orientados a explorar su variabilidad fenotipica,
la cual hasta el momento no se ha establecido, ya que la
mayoria de los estudios muestran que no hay diferencias
fenotipicas entre las dos especies.

La variabilidad presente en estos hongos es importan-
te pues pueden aparecer nuevos genotipos con mayor o
menor virulencia, o aparecer genotipos resistentes a los
antifingicos, lo que puede incidir directamente en la
obtencion de vacunas y en la epidemiologia de la enfer-
medad.
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