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Resumen: Se estudiaron las caracteristicas ecoambientales de poblaciones del municipio Falcon de la Peninsula de Paraguana, y se
cultivaron muestras de suelo para identificacion de los aislados sugestivos de Coccidioides spp., mediante examen directo de las muestras
de tejido de ratones inoculados con el hongo. Las caracteristicas ecoambientales del municipio y el analisis quimico del suelo favorecen la
presencia del hongo en esta zona. Del cultivo de suelos se obtuvo un aislado sugestivo de Coccidioides spp., pero el estudio en animales
de experimentacion no revel6 la formacion de esférulas. Se confirmo la existencia de un area de riesgo para la coccidioidomicosis en la
Peninsula de Paraguana.
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Ecology of coccidioidomycosis at the Falcon municipality of Paraguana Peninsula,
Falcon State, Venezuela

Abstract: The eco-environmental characteristics of populations from the Falcon Municipality of the Paraguana Peninsula were studied,
and soil samples were taken for identification of isolates suggestive of Coccidioides spp., through direct exam of tissue samples from mice
infected with this fungus. The eco-environmental characteristics of the municipality and the chemical analysis of the soil favor the presence
of'this fungus in this zone. From the soil sample cultures we obtained an isolate suggestive of Coccidioides spp, but the experimental animal
study did not reveal spherule formation. The existence of a Coccidioidomycosis risk area at the Paraguana Peninsula was confirmed.
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Introduccion

Las condiciones eco-ambientales constituyen uno de
los principales factores relacionados con la aparicion
de casos de coccidioidomicosis (CDM) [1,2]. Las areas
endémicas son regiones con prevalencia superior al
5%, donde se aisla el agente causal en el ambiente. Son
zonas semidesérticas caracterizadas por climas aridos,
secos, de veranos muy calurosos e inviernos suaves, baja
altitud, vegetacion xerofita, suelos arenosos con elevadas
concentraciones de sales y pH alcalino (favorables para
el crecimiento de Coccidioides spp.), con menos de 800
mm anuales de lluvia que se pierde por escurrimiento y
evaporacion, haciendo que la capa superficial del suelo se
vuelva polvo, de facil desplazamiento por las corrientes de

aire [3-7]. Coccidioides spp. sobrevive en estos suelos a
altas temperaturas, creciendo en forma de micelio que se
fragmenta con facilidad, dispersando las artroconidias a
varios kilometros de distancia, como consecuencia de los
vientos o del movimiento de la tierra por accion del hombre
(construccion, arqueologia, deforestacion) [1,7-9].

La importancia epidemiolégica de la CDM ha sido
ampliamente estudiada en Mé¢éxico y Estados Unidos,
estableciéndose la relacion entre las caracteristicas
ecologicas y el reporte de casos, pero a pesar de que éstos
se han incrementado en los ultimos afios, son pocos los
aislamientos obtenidos del ambiente. Esta baja correlacion
entre los datos epidemiologicos y ambientales pudiera
deberse a una falta de caracterizacion del nicho ecoldgico
de Coccidioides spp., que incluye un amplio rango de
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condiciones ambientales favorables para la existencia del
hongo. En Venezuela, la CDM ha sido reportada desde 1948
en estados de clima seco, por lo que el Dr. Dante Borelli
circunscribio la zona endémica a los estados Lara, Zulia y
Falcon, en donde se han reportado la mayoria de los casos
en el pais [9,10]. Hasta la fecha, se han reportado 113 casos
en Venezuela, de los cuales 28 (25%) provienen de la zona
arida del noroccidente del estado Falcon, incluyendo la
Peninsula de Paraguana [10-15].

El objetivo del presente estudio fue evaluar las
caracteristicas ecoambientales que favorecen la presencia de
Coccidioides spp., en poblaciones del municipio Falcon de
la Peninsula de Paraguana, estado Falcon, con la finalidad
de aportar datos sobre las caracteristicas climaticas de la
zona y su posible relacion con la presencia de la forma
saprofita del hongo.

Materiales y métodos

Se realizd una investigacion de tipo descriptivo,
prospectivo 'y transversal de las caracteristicas
ecoambientales que pudieran favorecer la presencia de este
hongo en poblaciones del municipio Falcon, Peninsula de
Paraguana, estado Falcon.

Estudio de las caracteristicas ambientales: Las
caracteristicas ambientales de temperatura y velocidad de
los vientos se determinaron mediante la utilizaciéon de un
sistema de posicionamiento global (GPS Garmin® Modelo
E-trex) y la informacion sobre el indice de precipitacion se
extrajo del boletin climatologico del Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia, emitido en el mes de noviembre
de 2009, correspondiente al mes de obtencion de las muestras.
La evaluacion de la salinidad, pH y conductividad eléctrica
fue realizada en el laboratorio de suclos del Departamento
de Desarrollo y Produccion Agricola, Programa de Quimica,
Area de Ciencias del Agro y Mar, Universidad Nacional
Experimental Francisco de Miranda. Para analizar las
caracteristicas climaticas de las poblaciones en estudios se
realiz6 el calculo del promedio de la temperatura, velocidad
de los vientos y precipitacion anual.

Estudio de suelo: Se colectaron 10 muestras de suelo,
seleccionadas tomando en cuenta la procedencia de
los pacientes que resultaron positivos a la prueba de
intradermoreaccion (detectados en los estudios previamente
citados), en las poblaciones del municipio Falcon: Moruy,
Buena Vista, Adaure, Pueblo Nuevo, E1 Hato y Adicora. Estas
muestras fueron obtenidas hasta los 20 cm de profundidad
y se procesaron por duplicado empleando dos metodologias
in vitro [16,17], utilizando dos medios de cultivo: agar
Sabouraud con cloranfenicol (HIMEDIA M1067) y agar
extracto de levadura (HIMEDIA RMO027). Se prepararon
suspensiones con agua destilada estéril a las diluciones 1:10
y 5:10 peso/volumen de cada muestra de tierra conteniendo
10mg/mL de volumen final de cloranfenicol, agitandolas en
un agitador vortex durante 10 minutos. El sobrenadante se

utiliz6 para la siembra siguiendo la siguiente metodologia:

a) Test de suspension de tierra en placas: se agregaron 100
pL de cada suspension, diseminandolas por estrias con asa
de vidrio sobre el medio de cultivo ya solidificado.

b) Vertido en placa: al medio de cultivo sin solidificar
se le agregd el sobrenadante mezclando por inversion,
depositandolo posteriormente en placas estériles a
temperatura ambiente para su solidificacion. Una vez
transcurridos 15 dias de incubacidn, se describieron las
caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas y se
visualizaron microscopicamente las colonias sugestivas de
Coccidioides spp.

Aislamiento  ambiental de Coccidioides spp.: Del
crecimiento micelial del hongo aislado del estudio de suelos
y de la cepa control, se diluyo6 suficiente raspado en 5 mL de
solucion salina estéril al 0,9%, ajustando la concentracion
a la turbidez equivalente al patron Mc Farland N° 2 (6x108
UFC/mL). Con la finalidad de observar el dimorfismo de los
aislados sugestivos de Coccidioides spp., se inoculd por via
intraperitoneal un volumen de 0,1mL de cada preparado en
ratones Balb/c machos adultos, con peso aproximado de 20
+ 5 gramos, donados por el Instituto de Biomedicina (IBM),
adscrito al Ministerio del Poder Popular para la Salud. Los
ratones fueron distribuidos en 3 grupos de 10 ratones cada
uno: un grupo para la inoculacion con el aislado sugestivo,
un grupo como control positivo (inoculado con la cepa de
Coccidioides spp. 4545 del IBM) y un grupo control sano.
A los 15 dias se sacrificaron y se extrajeron pulmones,
higado y bazo, segun metodologia previamente descrita
[16]. Los animales fueron manipulados de acuerdo con
lo establecido en el documento para el Uso de Animales
en la Investigacion Biomédica, adoptado por la Asamblea
General de la Asociacion Médica Mundial, celebrada en
Pilanesberg, Sudafrica, en octubre de 2006, segin consta
en Acta N° 135.01.2010.01 del Comité de Bioética de la
UNEFM [18].

Resultados

Para la descripcion de las caracteristicas ecoambientales,
se seleccionaron las 6 poblaciones mas habitadas del
municipio Falcon: Moruy, Buena Vista, Adaure, Pueblo
Nuevo, El Hato y Adicora. La ubicacién geografica y las
caracteristicas ambientales para noviembre de 2009, se
describen en la tabla 1. El rango de la velocidad del viento
oscilé entre 12,7 — 16,1 Km/h, con un promedio de 14,4
Km/h; la temperatura ambiental se mantuvo entre 27,8
- 32,7 °C, con un promedio de 31°C; la humedad relativa
oscild entre 61,7 — 72% con un promedio de 70,2%, y el
estimado mensual de precipitacion fue de 24,3 mm.

Las precipitaciones durante noviembre de 2009
registraron valores por debajo del promedio normal en casi
la totalidad del territorio nacional. El comportamiento de la
precipitacion en la region Centro Occidental (Yaracuy, Lara
y Falcon), mantuvo una variacion porcentual por debajo de
lo esperado, desde un 4% en Barquisimeto (48,4 mm) hasta
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53% en la ciudad de Coro (24,3 mm) [19]. Esto indica que
en ese mes hubo temporada de sequia en la zona evaluada.
El analisis quimico de las muestras de suelo se describe en
la tabla 2.

Para el aislamiento de Coccidioides spp., las muestras de
suelo fueron procesadas por duplicado utilizando la siembra
por agotamiento y el doble vertido en placa, evidenciandose
mejor crecimiento y recuperacion de colonias con el
método de doble vertido en placa, a la dilucién 1:10
tratadas con cloranfenicol. En todas las placas inoculadas
se observo el crecimiento de varias colonias fungicas, pero
solo las colonias que poseian caracteristicas macroscopicas
similares a Coccidioides spp., tales como: colonias blancas,
algodonosas, cerebriformes en el anverso y color crema
en el reverso, fueron repicadas en agar Sabouraud con
cloranfenicol y agar extracto de levadura. Se aislaron 10
colonias que poseian las caracteristicas macroscopicas
descritas; a estas se les realizo estudio microscopico entre
lamina y laminilla con Azul de Lactofenol®, evidenciandose
en una muestra recolectada en la poblacion de Adaure,
estructuras similares a las artroconidias de Coccidioides spp.,
[20] (Figura 1). En el resto de los aislados se visualizaron

estructuras de fructificacion diversas, no compatibles con
artroconidias.

El aislado sugestivo de Coccidioides spp. fue nuevamente
aislado en agar Sabouraud con cloranfenicol y agar extracto
de levadura, hasta obtener un cultivo puro, que se denomind
cepa M5c. Para evidenciar la presencia de esférulas, se
inocularon 10 ratones con la cepa Coccidioides spp. N°
4545 del IBM (grupo control positivo), 10 con la cepa M5c
(cepa en estudio) y 10 no fueron inoculados (grupo control
sano). En los ratones del grupo control positivo se observo
el fallecimiento de uno al dia 10 y otro al dia 14 posterior a
la inoculacién. En el pulmoén, higado y bazo de los ratones
del grupo control positivo, se visualizaron esférulas al
estudio microscopico con KOH al 10%. En los ratones
inoculados con la cepa M5c no se visualizaron esférulas
en los 6rganos extraidos, lo que sugiere que a pesar de que
las caracteristicas morfologicas del aislado se asemejan a la
cepa control, el comportamiento in vivo es diferente; por lo
tanto, este aislado pudiera tratarse de una especie distinta a
Coccidioides spp. o una variante genética poco virulenta de
este hongo.

Tabla 1. Caracteristicas ambientales de las poblaciones donde se colectaron las muestras de suelo. Municipio Falcon, Peninsula de

Paraguana, estado Falcon. Venezuela. 2010.

Ubicacion geografica y caracteristicas ambientales
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1 - Moruy N 11°257178” 0 69°57°076” 16,1 121 32,1 61,7% 10:31 am
2 - Buena Vista N 11°34°298” 0 69°56"123” 13,6 119 32,1 61,7% 10:31 am
3,4, 5 - Adaure N 11°527298” 0 69°59°276” 15,6 114 32,1 61,7% 10:31 am
6,7, 8 - Pueblo Nuevo N 11°56°876” 0 69°55°285” 13,5 72 27,8 64,9% 11:46 am
9 - El Hato N 11°56°947” 0 69°54°834” 12,7 45 32,7 72% 12:13 pm
10 - Adicora N 11°56°530” 0 69°48°183” 14,6 0 28,8 65% 12.43pm

Tabla 2. Caracteristicas quimicas de las muestras de suelo colectadas en poblaciones del municipio Falcon, Peninsula de Paraguana,

estado Falcon. Venezuela. 2010.

Cationes (mEq/L) Aniones (mEq/L)
Muestra pH CE (dS/m)
Ca*™ Mg* Na’ K’ Total HCO, CIl SO, Total
M1 1.9 0.82 0.04 0.04 2.8 0.04 2.32 0.38 2.74 6.1 2.6
M2 1.7 1.9 0.05 0.3 3.95 0.05 2.28 0.84 3.17 7.01 43
M3 1.04 0.72 0.05 0.16 1.97 0.06 1.4 0.76 2.22 8.11 3.1
M 4 0.66 0.04 0.14 0.15 0.99 0.04 0.64 0.26 0.94 7.3 2.5
M5 0.52 0.5 0.02 0.06 1.1 0.06 0.72 0.2 0.98 7.6 1.5
M8 0.45 0.66 0.03 0.06 1.2 0.04 0.72 0.26 1.02 7.5 1.9
M9 0.24 0.16 0.01 0.04 0.45 0.07 0.12 0.28 0.47 7.8 0.75

M: Muestra; meq/L: miliequivalente/litro; Ca: calcio; Mg: magnesio; Na: sodio; K: potasio; HCO,: bicarbonato; Cl: cloro;

SO7,: sulfato; CE: conductividad eléctrica; dS/m= deciSiemens/metro.

Fuente: Laboratorio de Suelos, Departamento de Desarrollo y Produccion Agricola y Programa de Quimica, Area Ciencias del Agro

y Mar. UNEFM.
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Figura 1. Visualizacion microscopica del aislado M5c. Examen directo con
Azul de Lactofenol® (Aumento 400X)

Discusién

Varios autores han establecido la estrecha relacion que
existe entre la mayor incidencia de casos de CDM vy los
eventos climaticos y meteorologicos, en donde los meses
con mayor numero de pacientes corresponden a los meses
mas secos del afio, precedidos de lluvias estacionales
[1,21-26]. Egeberg ef al., estudiaron durante 8 afios 6 acres
(3,23 hectareas) de tierra en un area endémica del estado
de California (USA), y concluyeron que la mayor tasa de
recuperacion de Coccidioides spp. se produjo durante la
primavera de los afos en donde la concentracion de sales es
mayor, facilitando el crecimiento del mismo por la inhibicion
de saprofitos no tolerantes a las altas concentraciones de
sal [27]. Sin embargo, el porcentaje de recuperacion de
Coccidioides spp. a partir de muestras de tierra es apenas
de 1 a 2% [16]. En este estudio, la recoleccion de muestras
de tierra coincidio con un periodo de sequia y la tierra de
donde se obtuvo el aislado mostrd una salinidad normal que
quizas influyo en la ausencia de aislamiento de Coccidioides
spp. Por otra parte, como este hongo se recupera de tierras
altamente salinas, pudiera sugerirse la posibilidad de utilizar
medios de cultivo con altas concentraciones de sal que
disminuyan el crecimiento de microorganismos competitivos
y favorezcan el crecimiento de Coccidioides spp. como una
variable a tomar en cuenta para futuros estudios, al igual
que se recomienda el tratamiento del sobrenadante con
antibioticos y el método de vertido en placa como los mas
favorables para el aislamiento de las colonias, debido a que
se recuperan con mayor facilidad [4, 27-29].

El estudio en ratones inoculados con la cepa MSc no
evidencid la formacion de esférulas, transformacion in vivo
caracteristica del dimorfismo del Coccidioides spp. A pesar
de que esta cepa presentd las caracteristicas morfologicas
tanto macroscopicas (colonias blancas, algodonosas,

cerebriformes en el anverso y color crema en el reverso,
en agar Sabouraud con cloranfenicol) como microscopicas
(estructuras similares a artroconidias, de paredes delgadas,
con disyuntores o “células fantasma” intercaladas) que
pudieran considerarse en la variabilidad natural del
Coccidioides spp. descrita por Hupper [20], hay que tomar
en cuenta que otros hongos producen artroconidias, como
por ejemplo, Malbranchea spp., Geotrichum candidum, y
hongos de la familia Gymnoascaceae, pero solo Coccidioides
spp. produce esférulas en animales infectados. Aun asi, se
considera importante la identificacion genética de la cepa
M5c mediante amplificacion del ADN e hibridacion con
sondas especificas de Coccidioides spp. para identificar
genéticamente el aislado [30].

Las causas de la ausencia de aislamiento de Coccidiodes
spp. en las muestras de tierra en este estudio, pudieran
deberse a: 1) salinidad del suelo normal o ligeramente salino,
lo que favorece el crecimiento de microorganismos que
compiten con Coccidioides spp. por el sustrato, inhibiendo
su crecimiento; 2) las muestras de tierra no se recolectaron de
los bordes de madrigueras sino de lugares de paso peatonal
seleccionados al azar en las poblaciones donde residian los
individuos con IDR positiva; 3) en los dias previos y el dia
de larecoleccion de las muestras hubo lloviznas dispersas en
toda la Peninsula de Paraguana, disminuyendo la capacidad
de las artrosporas mojadas para dispersarse por el medio
ambiente, y 4) el numero de muestras recolectadas. Por ello
se insiste en la necesidad de continuar la busqueda de este
hongo en el medio ambiente, recolectando también muestras
de madrigueras, con la finalidad de evaluar las condiciones
ecologicas y bioclimaticas que puedan favorecer la presencia
de un nicho ecologico para Coccidioides spp., ya que el
estudio cientifico y continuo de la biodiversidad fungica en
estos microambientes es escasa o inexplorada.

Por ultimo, los casos de CDM procedentes de la Peninsula
de Paraguana y los estudios inmunoepidemioldgicos
reportados en la zona sugieren que alli existe un area de
riesgo para contraer la CDM, por lo que esta enfermedad debe
ser descartada en todo paciente con sintomas respiratorios
y/o lesiones ulcerosas en la piel que vivan en la zona o que
informen haberse desplazado hacia ella [10-15].
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