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INTRODUCCION

La coecidioidomicosis, enfermedad producida por el hongo Coccidioides immitis,
parece estar restringida al Nuevo Mundo (1) y aln en este continente existe
principalmente en forma endémica so6lo en determinadas areas geograficas, tal
como se puede ver en la tabla N° 1.

TABLA N° 1

Areas endémicas de coecidioidomicosis

Pais Estado o region

Estados Unidos (2) Valle de San Joaquin (California).
Zonas fronterizas con México.

Meéxico (2) Zonas fronterizas con Estados Unidos
Guatemala (9) Valle del Rio Motagua
Venezuela (3) Falcon, Lara, Zulia
Bolivia (1) Santa Cruz
Paraguay (1) Boqueréon y Olimpo
Argentina (1] Catamarca, Cérdoba, La Pampa. La Rioja,

Mendoza, San Luis, Santiago del Estero, Tucuman

Todas estas regiones se caracterizan por tener un clima caliente, terreno seco
y arido, estar situados a poca altura sobre el nivel del mar y porque la vegetacion
es de tipo semidesértico. En estos lugares el hongo se encuentra en la tierra en
su forma filamentosa y produce un tipo especial de esporas (artrosporas, clamido-
artrosporos) muy livianas, facilmente arrastradas por el viento y que son las
formas infectantes del hombre al ser inhaladas.

Condiciones similares se encuentran en el Valle de Comayagua: situado a
700 metros sobre el nivel del mar. La temperatura media en los meses de marzo
a octubre es de 25°C, con una maxima de 34.8°C; de noviembre a febrero la
temperatura media es de 21 °C y la minima no baja de 15.5°C. Llueve de mayo
a junio y de septiembre a octubre (192 mm de precipitacion pluvial, promedio);
llueve poco en julio y agosto y no llueve de noviembre a abril. Vientos de 10 a
12 millas por hora soplan durante todo el afio, especialmente de febrero a mayo.
La mayor parte del territorio del valle (375 Kms2 entre los departamentos de
Comayagua y La Paz) no esta cultivado y abunda la vegetacion de tipo desértico,
como espinos y cactus (Figs. 1 y 2).

(*) Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Médicas
Universidad Nacional Auténoma de Honduras.
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Los primeros estudios sobre la existencia de la coccidioidomicosis en Hon-
duras fueron realizados por los médicos norteamericanos Hoeckenga y Tucker
(1950) (8) en La Lima Nueva, Departamento de Cortés y por Scott (1951) (12)
en Tela, Departamento de Atlantida, quienes realizaron encuestas sobre la
reaccion cutanea a 3a coccidioidina en la poblaciéon general, obteniendo los pri-
meros 4.1% de reacciones positivas y el segundo 1%. En 1955, Corrales Padilla
comunicd el primer caso centroamericano de coccidioidomicosis, diagnosticado
clinica y micologicamente en Tcgucigalpa, en 1951, en un paciente originario
de Nacaome y residente en el valle de Comayagua. Posteriormente este mismo
caso fue reevaluado por Castro y Trejos (4) en San José? Costa Rica. Ante este
hallazgo y conociendo las caracteristicas climaticas del Valle de Comayagua,
Trejos realizd una encuesta epidemioldgica en diferentes localidades del valle y
en 1957 pruebas de coccidioidina practicadas a individuos de toda edad encontré
15.1% de reacciones positivas (9); los intentos para aislar el hongo de la tierra
resultaron negativos. En 1967, Cueva (6) presenté en el XII Congreso Médico
Centroamericano dos casos de coccidioidomicosis pulmonar, uno originario de
La Ceiba, Atlantida, y el otro de Lamani, localidad del Sur del Valle de Coma-
yagua. Ademas de lo anterior, Alvarado (2) en colaboracion con la Divisién de
Tuberculosis del Ministerio de Salud Publica, realiz6 entre 1963 y 1965 una
encuesta epidemioldgica en diferentes lugares del departamento de Francisco Mo-
razan y en 8.052 personas estudiadas obtuvo solo 3% de reacciones positivas.
Por los datos anteriores, desde hace ya varios afios se considera al Valle de
Comayagua como una de las pocas areas endémicas de coccidioidomicosis que
existen en América.

El propdsito de este trabajo es doble: 1. Comprobacion (por personal hon-
durefio) de los trabajos realizados por Trejos y 2. Tratar de aislar Coccidioides
immitis de la tierra del valle.

MATERIAL Y METODOS

Reaccion a la coccidioidina

Se practico la prueba de la coccidioidina a un total de 1.022 escolares de
6 a 21 (la mayor parte entre 7 y 11), de ambos sexos, originarios del Valle de
Comayagua y residentes en la ciudad de Comayagua; por circunstancias especiales
s6lo pudo hacerse la lectura en 490, que son los que constituyen el material
humano de este estudio. Se prefirié hacer el trabajo con escolares porque son los
individuos que con més probabilidad han permanecido en el valle sin viajar a
otros lugares, no habiendo tenido la oportunidad de adquirir la infeccion fuera
del area en estudio.

Se inyectd 0.1 mi de coccidioidina diluida 1:100 en la cara anterior del
antebrazo. La lectura se hizo a las 48 horas, considerandose positiva una indu-
racion de 5 mm o mads, con o sin eritema; el eritema solo no se considerd
como reaccién positiva.

Aislamiento del hongo

Se obtuvieron muestras de tierra de quince lugares diferentes del valle. De
cada lugar se tomo6 una muestra de la superficie del terreno y otra a 30 cms. de
profundidad. Todas las muestras provenian de la parte Norte del Valle de Coma-
yagua: terrenos cultivados, terrenos no cultivados, terrenos baldios, corrales,
potreros y polvo de la carretera. Se recorridé una extension de aproximadamente
100 Kms2. Estas muestras fueron trasladadas al laboratorio en bolsas plasticas.
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Se sigui6 el método propuesto por Omieczynski y Swatek (11) con algunas
modificaciones. Se pesan 20 gramos de tierra y se suspenden en 90 mi de agua
destilada estéril, se agita fuertemente y se deja reposar durante una hora. Con
pipeta estéril se extrae la parte mas superficial del sobrenadante y se coloca
1 mi en un tubo estéril, se agrega cloramfenicol en una proporcion final de 1
mg por mi y se deja reposar por una hora mas. De aqui en adelante se siguieron
dos procedimientos: a) inoculacién en ratones y b) siembra directa en medios
de cultivo.

En el primer método se inoculd por via intraperitoneal 1 m! de la suspension
en cada uno de cinco ratones. Dos semanas después so sacrifican mediante asfixia
en presencia de gas propano e inmediatamente se hace la autopsia del animal.
Se observa cuidadosamente ante la posibilidad de encontrar lesiones sospechosas,
como nodulos o tumoraciones; cuando las hay, se les hace examen directo y
cultivo. Se extrae e! higado, el bazo, ambos riflones y ambos pulmones y se
colocan en una caja de Petri estéril en donde se cortan con tijeras hasta redu-
cirlos a pequeiios fragmentos. Los fragmentos de cada 6rgano se colocan en
lugares separados en un mismo frasco de Kolle. se dejan transcurrir 5 o 10 mi-
nutos para que se adhieran al vidrio y luego se vierten cuidadosamente aproxima-
damente 25 mi de Mycobiotic Agar (Difco) recientemente preparado y enfriado
a 45-50°C, ladeando suavemente el frasco para que el medio cubra todos los
fragmentos. Se deja solidificar en posicion horizontal y se !e agregan otros 25 mi
del mismo medio de cultivo (Fig. 3). S2 deja solidificar y se incuba por 2 o 3
semanas a temperatura ambiente. Dada la variedad en el aspecto de la colonia
de C. immitis se hizo observacion microscopica de todas las colonias que cre-
cieron en cada cultivo, lo cual se efectud de la siguiente manera:

Frasco de Kolle con fragmentes de tejide inclpidos en el medio de eultive
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Con una jeringa de plastico de 5 ce (con tapon de hule en el extremo del
émbolo) y aguja N° 18 de 120 mm de largo o maés, se toma aproximada-
mente 1 mi de solucidén salina estéril; sin destapar el frasco, se introduce la
aguja entre el tapon y la pared del cuello del frasco en direccion a la colonia se-
leccionada para su estudio. Estando la punta de la aguja cerca de la colonia se
pueden seguir dos procedimientos: a) colocar una gota grande de solucion salina
en el centro de la colonia y raspar con el bisel de la aguja la superficie de la
colonia a fin de desprender el micelio o b) abrir con la punta de la aguja, al
lado de la colonia, un agujero en el medio de cultivo de aproximadamente 1 cm
de diametro, llenarlo de solucidn salina, raspar la superficie de la colonia y arras-
trar el micelio hacia el agujero. La suspension del micelio se vuelve a aspirar
suavemente con la jeringa; una gota se observa al microscopio entre porta y cubre-
objetos y el resto se mantiene sin contaminacion dentro de la aguja para hacer
resiembras en caso necesario.

Las colonias con caracteristicas macro y microscopicas semejantes a C.
immitis se resembraron en Mycobiotic Agar para purificarlas, reestudiarlas y
hacer inoculaciones en caso necesario.

Para el método de siembra directa, 1 mi de la suspension de tierra se mezclo
con 25 mi de Mycobiotic Agar recientemente preparado y enfriado a 40-45°C,
se homogenizo por rotacion y se vertio en frascos de Kolle estériles; se dejo
solidificar, se incubd a temperatura ambiente por 2 o 3 semanas y las colonias
se examinaron en la forma ya descrita. Se sembraron tres frascos de Kolle por
cada suspension de tierra (1 mi en cada uno).

RESULTADOS

Con el objeto de obtener informacion acerca de la distribucion de la edad
en el material humano estudiado, asi como para conocer la relacion entre este
dato y el tiempo de residencia en el valle, se elaboro la Tabla N° 2. Se puede
apreciar que la gran mayoria (90%) de las personas habian vivido en el valle
durante toda su vida, correspondiendo la edad con el tiempo de residencia (cifras
de la linea oblicua, recta descendente) y que un grupo pequeiio (10%) habia
permanecido por tiempos variables sin relacién con la edad (cifras irregular-
mente distribuidas en la parte superior).

En la Tabla N° 3 se relaciona la edad de las personas con la reaccidn a
la coccidioidina. Puede observarse que solo dieron reaccidn positiva (induracion
de 5 mm o mas) individuos mayores de 10 afos, que la mayor parte de las
reacciones positivas tenian un didmetro de 10 a 19 mm y que el nimero total
de reactores positivos fue de 42, lo que corresponde a 8.7% de la poblaciéon
estudiada.
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TABLA NV 2

Pobiacidn estudiada segan edad v Hempo de residencia

R Edad en anos cumplidos Tr

& 7 & 9 1911 Iz 13 14 15 16 17 123 1% 20 21

«<] 1. I 1 32 1 1 9
1 2 3 L1 2 1 1
2 P 2 | B 7
3 [ ] 3 3 1 4
4 | | L. =l 5
3 2 1 1| (i
6 4 I I f
7 32 33
B 40 1 41
9 41 41

10 32 1 53

11 46 46

12 53 35

12 57 57

14 Iz 1 33

15 35 35
f 20 20

17 19 19

14 14 14

19 10 1o

20 I I

21 1 I

Te 4 33 42 45 56 48 39 62 40 42 24 26 15 12 1 | 45640

R: Tiempo de residencia en aios
Tr: Total por tiempo de residencia
Ta: Total por edades
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TABLA N 3
Reaceidn o la coccidiciding segun la edad
Edad en Diiimetre de la induracidon en milimetros
s -4 5-9 10-19 20 o mas Total*
i 4
T 33
8 42
G 45
10 54 1 1 )
11 43 3 2 5
12 & 14] 3 3
13 549 3 3
14 36 ] 3 4
15 37 I 4 5
16 18 f 6
17 21 1 4 )
18 10 2 2 | 5
149 9 1 1 1 3
20 O 1 1
Total 448 10 30 2 42 —=
o5 sobre
4490 91.4 2.2 6.0 {h,q 8.7

* (Con més de 5 mm,

La Tahla N¥ 4 se clabord pensando que el resultado de Ja reaccion depende
en parte del mavor o menor grado de exposicidn a las esporas del hongo ¥ que
&5l o su vez, estd relacionado con la edad de la persona. Puede observarse que,
con alpunas irregularidades, la frecuencia de reacciones positivas, es decir, el por-
centaje de reactores positivos aumenta con la edad. La Fig, | demuesira mis
objetivamente o expresado en relacidn con la Tabla N? 4. o ses gue sungue
con altibajos la curva tiende a subir.

TABLA N? 4
Reactorey poxitivos o la coccrdiciding sepiin [o edad

Edad en Personas Rezactores positivos
afios estudiadas WY %
i} s ] 0
7 33 0 O
] 42 1] 0
o 45 0 L
10 56 2 3.6
11 48 5 10.4
12 o 3 7.7
13 a2 3 4.8
14 40 4 10
15 42 5 12
16 24 (i 25
17 26 ") 20
12 15 o 1)
14 12 3 25
0 1 1 100
21 1 0 0

.
3
o
-1

Total 4910
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Reactores positivos o lg coecidividing segtin la edad
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En las Tablas Nos. 5 y 6 se relaciona la reaccion a la coccidioidina con el
tiempo de residencia en el valle, pensando que este dato podria tener mas relacion
con la exposicion a las esporas del hongo que la edad de la persona. En la Tabla
N" 5 puede apreciarse que solo dieron reaccion positiva individuos con dos o mas
afios de permanencia en la region. En la Tabla N’ 6 no se observa aumento en
la frecuencia de reactores positivos con el aumento de tiempo de residencia seme-
jante al observado en la Tabla N° 4 y en la figura 1.

Aislamiento del hongo

En ninguna de las muestras de tierra analizadas se aislo Coccidioides immitis,
a pesar del gran niimero de colonias estudiadas.

TABLA NU 5

Reaccion a la coceidiciding segun el Hempo de residencia

Tiempo de resi- Diametro de la induracion en milimetros
dencid en  afos -4 5-9 [0-19 20 o mds Latal®
= 1 g
i 10
2 i 1 I
3 2 1 1
4 . i 1 2
5 7]
6 4 2 2
7 33
B 41
9 41
10 50 a 1 3
11 47 2 2 4
12 33 2 2
13 54 3 3
14 i 3 3
15 33 1 1 3
16 14 (4] i
17 15 1 3 4
18 g 2 2 I 5
18 T I | | 3
20 1] 1 1
2] 1
Total 448 10 30 2 42
% sobrz 490 a1.4 2 6.1 05 8.7

£ ¢con mas de 5 mm.
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FABLA N7 6

Reactores pasitivay a la coccidiciding segiin el tienipe de residencia

Ticmpo de resi- Personas Rectores positivos
sidencia ¢n anos cstudiadas ek .
< I 9 0 0
I 10 { [
2 ) | 14
) 4 I L]
4 4 2 30
3 & il 0
i £ 2 153
7 33 £ 0
8 41 0 M
9 41 4 A
10 53 3 5.6
I1 46 - .7
12 35 2 b 7
L3 57 3 5.2
14 33 3 9,1
15 35 2 5.7
16 20 4] an
L7 19 4 21
18 4 5 35.7
19 1 3 30N
20 { ! |0
2 1 i 0
Total 4490 42 8.7
DISCUSION

Reaccion--a la coccidioidina

El alto porcentaje de reactores positivos a la coccidioidina encontrado por
Trejos (9) (17.5%) en habitantes del Valle de Comayagua y la baja frecuencia
de estas reacciones en otras regiones del pais informada por Hockenga y Tucker
(8) (4.1%, La Lima), Scott (12) (1%, Tela) y Alvarado (2) (3%, Depto. de
Francisco Morazan), indican, que el Valle de Comayagua es una zona endémica
de coccidioidomicosis. Sus caracteristicas climaticas son similares a las de las otras
zonas endémicas que existen en América (Tabla N? 1).

Sin embarg6; estos datos sélo se refieren a la micosis-infeccion, Ginica que
revela la prueba cutdnea. La micosis-enfermedad es rara, como lo indica el hecho
de que s6lo se hayan encontrado 3 casos en 18 afios. Es probable que la mayoria
de las formas primarias de la enfermedad pasen desapercibidas o se confundan
con infecciones respiratorias virales o bacterianas que curan espontaneamente
dejando como unica huella la evidencia inmunolégica, es decir, la hipersensibi-
lidad cutanea a la coccidioidina. Se puede considerar, igual que en Argentina
(10), que la coccidioidomicosis en el Valle de Comayagua no es un problema
grave de salud publica, pero que amerita el conocimiento por parte del médico
general, sobre todo porque la forma generalizada de la enfermedad se puede
confundir con otras afecciones pulmonares, como lo demuestra el hecho de que
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los dos casos presentados por Cueva (6) eran pacientes que se encontraban en
el Instituto Nacional del Térax con diagndsticos de tuberculosis pulmonar y
cancer pulmonar.

£1 dato de 8.7% de reactores positivos a la coccidioidina (tabla N° 3) es
menor que el obtenido por Trejos, pero era de esperarse tomando en cuenta la
edad de los dos grupos estudiados. Trejos trabajo con poblacidon general y en este
trabajo se incluy(') unicamente a escolares cuyas edades oscilaban entre 6 y 21
afios (la mayoria entre 7 y 15) y se supone que entre mayor es la edad es también
mayor la posibilidad de entrar en contacto con el bongo (Tabla N’ 4 y figura 1).

Es l6gico pensar que en un estudio de este tipo es mas importante el tiempo
de residencia en el valle que la edad de la persona, ya que el primer dato es el
que determina realmente la posibilidad de exposici(')n a las esporas del bongo.
Esto hizo suponer que los datos de la Tabla N’ 6 serian mas uniformes que los
de la Tabla N’ 4. Sin embargo, los de la Tabla N° 6 son atin més irregulares que
los de la N° 4 y no demuestran la relacion esperada. Probablemente la infeccion
por Coccidioides immitis no depende exclusivamente de las oportunidades de
entrar en contacto con el hongo, sino que ademas intervienen factores de sensi-
bilidad individual que probablemente estén relacionados con la edad de la persona.
Esto se podria pensar observando el hecho de que sélo dleron reaccion positiva
los individuos de 10 afos de edad o mayores (Tabla N'? 3), a pesar de que en
la tabla N° 5 se observa que ¢l tiempo minimo de permanencia en el valle para
obtener una reaccidon positiva (cuando menos en este estudio) es de 2 afos. La
influencia de la sensibilidad individual se puede también observar en el hecho
de que no hay relacion entre la intensidad (diametro) de la reaccion y la edad
de la persona y el tiempo de residencia en el valle (Tablas N? 3 y N9 5).

Vale la pena continuar haciendo este estudio en todas las poblaciones del
Valle de Comayagua a fin de aumentar la casuistica y obtener datos mas
significativos.

Aislamiento del hongo

Esta parte de la investigacion pudo llevarse a cabo en nuestro medio gracias
a las modificaciones efectuadas a los métodos ya establecidos para el aislamiento
del hongo de la tierra, para adaptarlos a nuestras posibilidades.

El frasco de Kolle empleado tiene la misma o mayor superficie que la
caja de Petri corriente y ademas tiene la ventaja de ser un frasco que se puede
tapar con algoddén o gasa y que permite, dada su boca ancha, estudiar los hongos
sin necesidad de remover el tapon. El empleo de estos frascos y la técnica descrita
para el estudio de las colonias permite realizar este tipo de estudios en labora-
torios cuyos recursos les impiden la obtenciéon de una campana de proteccion.
Algunas personas acostumbran usar tapones de algodon en las fosas nasales, sin
embargo, aunque es posible que este método proteja al operador, no evita la con-
taminacion del ambiente.

Aunque faltarian estudios para explicar por qué no se obtuvieron resultados
positivos, se pueden sugerir las siguientes causas:

a) Las muestras se tomaron al azar, en todo tipo de terreno. No se tom¢ tierra
de las cuevas de roedores, de donde se aisla con mas frecuencia (1). Tam-
poco se estudiaron visceras de roedores.

b) Las muestras se tomaron Unicamente de la parte Norte del valle, en una
zona que abarca aproximadamente el 40% de la extension total. Faltaria
comprobar estos resultados en la parte Sur del valle.
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¢) En este estudio se analiz6 un total de 30 muestras. Es probable que sea
necesario estudiar un mayor nimero de muestras.

d) Conviene estudiar la composicion quimica de la tierra del valle, ya que
podrian haber factores que afecten la viabilidad del hongo (1).

e) Podria ser que la densidad de las esporas en el terreno sea muy pequefia
en comparacion, por ejemplo, con la que existe en la zona del desierto de
California y Arizona. Cabe mencionar que en Latinoamérica solo se ha
aislado el hongo en tierras de la ciudad de Hermosillo, Sonora, México
(en 1 de 54 muestras) (13) y, dada su proximidad, podria considerarse
como prolongacion de la zona endémica de Estados Unidos, con similar
densidad de esporas.

RESUMEN

Conociendo la existencia de una zona endémica en el Valle de Comayagua,
se decide comprobar los resultados de los primeros estudios hechos en poblacion
general mediante el uso de la prueba de coccidioidina. En este trabajo se
estudiaron escolares entre 6 y 21 afios de edad y se obtuvo 8.7% de reactores
positivos. Se demuestra correlacion entre la frecuencia de reactores positivos y
la edad de las personas.

Se trato de aislar Coccidioides immitis de la tierra del valle. Se discuten las
posibles causas de los resultados negativos. Se explican las ventajas del método
usados para el manejo de C. immitis con poco riesgo de contaminacion.
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