ISSN 0025-7680

ARTICULO ORIGINAL MEDICINA (Buenos Aires) 2009; 69: 215-220

IDENTIDAD GENETICA DEL HONGO CAUSANTE DEL PRIMER CASO DE COCCIDIOIDOMICOSIS
DESCRIPTO POR ALEJANDRO POSADAS EN 1892

CRISTINA E. CANTEROS!?, ADRIANA TORANZO*, ROBERTO SUAREZ-ALVAREZ * 2, GRACIELA DAVEL ?,
LAURA R. CASTANON-OLIVARES 2, JOSE NAPOLI?3,

Departamento Micologia. INEI-ANLIS Dr. Carlos G. Malbran, Buenos Aires; 2Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, México DF; *Museo de Patologia,
Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina

Resumen  En 1892, Alejandro Posadas document6 el primer caso mundial de coccidioidomicosis en un pa-

ciente argentino de nombre Domingo Escurra. Con el objetivo de identificar la especie de
Coccidioides involucrado en ese caso, analizamos una pieza de necropsia del paciente, conservada en el Mu-
seo de Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. La porcion del teji-
do con mayor nimero de endosporas del hongo libres e integras fue elegida utilizando una coloracion
inmunohistoquimica especifica. El ADN fungico fue amplificado usando una PCR anidada que reconoce un frag-
mento del gen Ag2/PRA cuyo polimorfismo diferencia Coccidioides immitis y C. posadasii. Se amplifico ade-
mas, el ADN de dos cepas de referencia: C. immitis (M38-05) y C. posadasii (1-NL) y de cuatro aislamientos de
Coccidioides de pacientes argentinos. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados en ambas hebras. Las
secuencias fueron editadas, alineadas y comparadas con las depositadas en GenBank C. posadasii (Acceso N°
AY536446, cepa Silveira) y C. immitis (Acceso N° AY536445). Las secuencias del Coccidioides del caso Escu-
rra, de los aislamientos argentinos y de la cepa 1-NL fueron idénticos entre si y mostraron una mutacion pun-
tual de C-G en la posicion 1228 en comparacion con la secuencia de C. posadasii, cepa Silveira. Este es el
primer trabajo donde se busca ADN de Coccidioides en una pieza anatomica de museo con mas de 100 afios
de antigliedad. Los resultados confirman que el primer caso de coccidioidomicosis o enfermedad de Posadas
documentado mundialmente fue producido por el recientemente descripto C. posadasii.
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Abstract Genetic characterization of the fungus involved in the first case of coccidioidomycosis

described by Alejandro Posadas in 1892 . In 1892 Alejandro Posadas described the first world-
wide case of coccidioidomycosis in a patient named Domingo Escurra. A preserved necropsy piece from the
patient’'s remains is conserved in the Museum of Pathology of the Medical School, Buenos Aires University.
Paraffin-embedded specimens obtained from this piece served to identify the fungus involved in the case. Histo-
logical slices from different lesion sites were submitted to a genus-specific immunohistochemical staining in or-
der to select the more suited areas in terms of abundance/integrity of fungal esporangia and endospora. Fungal
DNA was amplified from selected deparaffinated slices using a nested PCR designed to amplify a segment of
the gen Ag2/PRA and differentiate C. immitis from C. posadasii. This PCR was also applied to two reference
strains (C. immitis M38-05, C. posadasii 1-NL) and isolates obtained from four recent coccidioidomycosis cases
occurred in Argentina. Amplified products were submitted to sequencing of both DNA strands. The obtained
sequences were edited, aligned and compared with C. posadasii (Access N° AY536446, strain Silveira) and C.
immitis (Access N° AY536445) deposited in GenBank. DNA sequences from Escurra’s lesions were 100% ho-
mologous to the recent Argentinean cases and the reference strain 1-NL. A single point C-G difference in posi-
tion 1228 was observed with respect to sequence of strain C. posadasii Silveira. For the first time, Coccidioides
DNA is recovered from a museum piece which is more than 100-year-old. Our results confirm that the original
case of Posadas’s disease was caused by the recently described C. posadasii.
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Fig. 1.— Piezas anatomicas del paciente Escurra conserva-
das en el Museo de Patologia, Departamento de Patolo-
gia, Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos
Aires. Pieza N° 779.

Fig. 2.— Corte histolégico del pie izquierdo del paciente Es-
curra. Se observan varias esférulas de diferentes tama-
flos con endosporas. IHQ; 200X.

La coccidioidomicosis es una micosis profunda endé-
mica en toda América. La enfermedad es de comienzo
respiratorio agudo, generalmente benigna y cura espon-
taneamente?; sin embargo, puede evolucionar hacia for-
mas progresivas que diseminan a los tejidos cutaneo,
subcutaneo, visceral y 6seo. Las formas graves y con
alta morbimortalidad estan asociadas a pacientes
inmunocomprometidos?.

El hospedero susceptible adquiere la infeccion cuan-
do inhala los artroconidios dispersos en la naturaleza.
Una vez en los tejidos del hospedero, el hongo se trans-
forma a la fase parasitaria representada por esférulas de
30 a 60 um con endosporas uninucleadas de 2 a 5 um.
Estos elementos, son los que permiten el diagnostico de
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Fig. 3.— Corte histologico del pie izquierdo del paciente Es-
curra. Se observan endosporas dentro de una esférula.
Las flechas indican endosporas libres. IHQ; 400X.

la enfermedad mediante examen directo de los materia-
les clinicos®.

Recientemente se determiné que C. immitis, especie
considerada como la Unica causante de coccidioidomi-
cosis, en realidad estaba constituida por dos especies, la
ya conocida immitis y la recientemente clasificada posa-
dasii*. Aun cuando se han observado diferencias fisiol6-
gicas y de virulencia entre ambas especies, por el mo-
mento son s6lo distinguibles genéticamente® ©.

El primer caso mundial de coccidioidomicosis fue do-
cumentado en un soldado de caballeria nacido en San
Luis, Republica Argentina. El paciente de 36 afios, de
nombre Domingo Escurra, presentaba lesiones cutaneas
tumorales recurrentes de tres afios de evolucion. En el
afio 1891 ingreso6 al Hospital de la Universidad de Bue-
nos Aires con lesiones tumorales en cara, toérax, abdo-
men, muslo izquierdo y brazos. El entonces estudiante
de medicina Alejandro Posadas tom6 material por ras-
pado y extirpacion de las lesiones para estudiarlas. En
colaboracion con su maestro el Dr. Wernicke y utilizando
técnicas histolégicas determiné que el causante era un
paréasito al que denominé Esporozoario o Psorospermia
haciendo una descripciéon minuciosa y completa del cua-
dro clinico del paciente y del microorganismo’ 8. Estu-
diante y maestro continuaron investigando el parasito y
en el afio 1894, al ver que éste cumplia con los postula-
dos de Koch lo identificaron como un protozoario del or-
den Coccidia®.

En 1898 fallece el paciente Escurra y Posadas efec-
ta la autopsia tomando muestras de las multiples lesio-
nes, realizando estudios anatomo-patolégicos, fotodocu-
mentando coloraciones histolégicas y las lesiones pro-
ducidas por la enfermedad®. Actualmente, las fotografias
originales de las imagenes histopatoldgicas y de las le-
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siones en piel del paciente, asi como las piezas anatomi-
cas de la necropsia de mano y pie se conservan en el
Museo de Patologia del Departamento de Patologia de
la Facultad de Medicina de la UBA con el N° de frasco
779.

A partir de dos casos similares descriptos en EE.UU.,
el microorganismo es denominado C. immitis 'y C.
pyogenes aun creyendo que se trataba de un proto-
zoario®®. Es finalmente en 1905, donde los estudios
taxonomicos y de filogenia, re-clasificaron e identificaron
al microorganismo como un hongo ascomiceto al que
denominaron Coccidioides immitis**2.

En 1994, con el inicio de la caracterizacion de aisla-
mientos utilizando técnicas moleculares como el RFLP,
se demostrd la existencia de grupos genéticamente
diferenciables entre aislamientos de distintas regiones
geogréaficas®®. Estos hallazgos fueron posteriormente
confirmados por diferentes autores, demostrando la exis-
tencia de un taxon California (CA) y otro no-California
(no-CA) que perdieron la capacidad de entrecruzarse*?e.
Estudios realizados por Peng et al.'®* demostraron que el
gen que codifica para el antigeno rico en prolina, conoci-
do como PRA o Ag2/PRA (gen Ag2/PRA), diferenciaba
cepas CA (C. immitis) de no-CA (C. posadasii). Sobre un
fragmento de este gen Bialek et al.*” disefiaron una PCR
anidada aplicable sobre tejidos.

Recientemente, otros autores confirmaron la existen-
cia de diferentes especies utilizando distintos métodos
moleculares. Umeyama et al.’® describieron dos oligonu-
cleétidos que distinguen las especies por el tamafio de
los amplicones, 720 pb para C. immitis y 634 pb para C.
posadasii. Por su parte, Castafién-Olivares et al.*® identi-
ficaron a cada una de las especies utilizando sondas
Tagman para amplificar los polimorfismos sencillos de
nucleétidos (SNP) en tres secuencias blanco: prolina 157,
prolina 174 y glucosa sintetasa 192.

Teniendo en cuenta la importancia historica del pri-
mer caso descripto de coccidioidomicosis, fue nuestro
objetivo conocer la especie de Coccidioides involucrada
en el caso Escurra analizando el ADN fungico de las pie-
zas anatomicas del paciente.

Materiales y métodos

Se utilizaron las cepas de referencia: C. posadasii 1-NL
(acrénimo cepa 1)y C. immitis M38-05 (acrénimo 5273)4,
ambas utilizadas en estudios previos y depositadas en la
coleccion de cultivos fangicos de la Facultad de Medicina de
la UNAM, México. Se incluyeron, ademas, cuatro aislamien-
tos de Coccidioides sp. (073089, 073094, 073129 y 073130)
provenientes de cuatro pacientes argentinos diagnosticados
con coccidioidomicosis entre noviembre del 2006 y septiem-
bre del 2007; conservados en la coleccién de cultivos fangicos
del Departamento Micologia del INEI-ANLIS Dr. Carlos G.
Malbran.

Todos los aislamientos fueron trabajados en estrictas con-
diciones de bioseguridad segun recomendaciones del centro
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de control de enfermedades de Atlanta, EE.UU.?°. Se mantu-
vieron en agar Mycosel (BBL, Detroit, MI) y fueron confirma-
dos como Coccidioides sp. por sus caracteristicas morfold-
gicas, reversién de micelio a esférula en el medio de Con-
verse y la evidencia de exoantigenos especificos utilizando
la técnica de inmunodifusion®.

Se estudiaron muestras de tejido provenientes de las le-
siones granulomatosas presentes en la zona dorsal del pie
izquierdo de las piezas de necropsias del paciente Escurra
(Fig. 1). Las muestras de tejido fueron incluidas en parafina
y se realizaron cortes de 3 a 5 um de espesor, los cuales fue-
ron tefiidos con hematoxilina-eosina, acido peryodico de Schiff
y plata-metenamina Gomori-Grocott. En aquellos cortes en
donde se identificaron esférulas con endosporas se realizo
una coloracién inmunohistoquimica (IHQ) especifica para
detectar la presencia, la integridad y cantidad de endosporas
libres en el tejido y en el interior de las esférulas.

La técnica de inmunohistoquimica utilizada fue la descripta
por Shi et al.?* con modificaciones. Los cortes colocados so-
bre portaobjetos cargados positivamente (Superfrost Plus,
Shandon Inc. Pittsburgh, PA) fueron desparafinados de ma-
nera secuencial: en estufa a 60 °C, xilol, etanol absoluto,
etanol 96°, etanol 70°, etanol 50° y agua destilada. Luego se
bloqueé la peroxidasa endégena adicionando 10% de
peréxido de hidrégeno en metanol (vol/vol), durante 30 min
a 24-27 °C. Se lavo tres veces por 5 min con amortiguador
Tris-HCI 0.1 M pH 7.2. Se bloquearon los sitios no reactivos
con Tris-HCI adicionado con 0.1% de Triton X 100 y 1% de
albumina sérica bovina durante 1 h a 24-27 °C. Las prepara-
ciones fueron lavadas con Tris-HCI y se incubaron durante
toda la noche a 4 °C con un suero hiperinmune anti-
Coccidioides sp. preparado en conejo segun protocolo pre-
viamente descripto??. Al dia siguiente, se lavaron los cortes
tres veces por 5 min y se incubaron durante 1 h a 24 - 27
°C, con el anticuerpo secundario biotinilado anti-IlgG de co-
nejo hecho en cabra (Gibco Laboratories, Grand Island, NY),
diluido 1:100 en Tris-HCI. Luego de un lavado con Tris-HCI,
las preparaciones se incubaron con el complejo estrep-
tavidina-biotina-peroxidasa (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO)
diluido 1:100 en Tris-HCI durante 30 min a 24 - 27 °C. Todas
las incubaciones fueron realizadas en camara himeda. Lue-
go de un lavado con amortiguador Tris-HCI se incubaron 2-3
min con solucién de aminoetilcarbazol (AEC-Histostain,
Zymed Laboratories, CA) hasta producir coloracién rojiza. Fi-
nalmente, las preparaciones se lavaron en agua corriente y
se contratifieron con hematoxilina de Mayer durante 30 s y
fueron montadas con resina hidrosoluble.

La extraccién de acidos nucleicos de las cepas y aisla-
mientos fangicos se efectu6 a partir de esférulas del hongo
producidas in vitro. Partiendo de un cultivo de 15 dias en agar
extracto de levadura-glucosa el micelio fue subcultivado en
agar purificado (agar 1% en agua), incubando en obscuridad
a 25-27 °C hasta la formaciéon de abundantes artroconidios.
Los artroconidios fueron inoculados en el medio de Conver-
se e incubados a 37 °C en atmoésfera de 10% de CO,, con-
trolandose semanalmente hasta que se observé presencia de
esférulas®. Los cultivos fueron inactivados con mertiolato al
1% durante 24 h, luego las esférulas se lavaron con solucion
salina (cloruro de sodio 0.15M) y se concentraron por centri-
fugacion. Las esférulas fueron pretratadas con 200U de
liticasa por 90 min a 25 °C y luego incubadas con el amorti-
guador de lisis del equipo DNeasy tissue kit (Qiagen, Hilden,
Alemania), adicionado con proteinasa K durante toda la no-
che a 37 °C. El ADN extraido y purificado fue conservado en
amortiguador TE (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8.0) a —20 °C
hasta su uso.

El ADN flingico contenido en las muestras de tejido del
pie de Escurra fue extraido y purificado utilizando DNeasy
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tissue kit (Qiagen). Brevemente, el tejido fue desparafinado
con xilol y dos lavados de etanol absoluto. Para eliminar los
residuos de alcohol se centrifugé 10 min a 10000 rpm y el
pellet se dejé secar a 37 °C durante 15 min. El material se
incubo a 55 °C durante toda la noche con 180 ml de amorti-
guador de lisis y 20 ml de proteinasa K provistas por el equi-
po. Para facilitar la ruptura de los esporangios y endosporas,
las muestras fueron sometidas a choque térmico alternando
tres veces nitrégeno liquido y agua hirviendo. Luego de una
fuerte agitacion con vértex se continué la técnica segun las
especificaciones del fabricante. EI ADN fue conservado en
amortiguador TE a —20 °C hasta su uso.

Se utilizaron dos técnicas de PCR para amplificar el ADN
fungico de los aislamientos y de la muestra de Escurra. La
PCR descripta por Bialek et al.}” amplifica en la secuencia
anidada un fragmento de ADN del gen Ag 2/PRA localizado
entre la posicion 962 y 1303 de la cepa Silveira (GenBank
Acceso N° AF013256 prototipo de C. posadasii). Esta secuen-
cia, con una porcién comun con la analizada previamente por
Peng et al.*®* muestra el fragmento que puede diferenciar entre
C. immitis y C. posadasii. Por su parte los primers disefiados
por Umeyama et al.'® delimitan una porcién de 720 pb para
C. immitis y una de 634 pb para C. posadasii.

Los productos amplificados de la PCR anidada obtenidos
de los cortes histoldgicos de las lesiones del pie de Escurra,
de los cuatro aislamientos de pacientes argentinos y de las
dos cepas de referencia C. immitis (M38-05) y C. posadasii
(IN-L) fueron purificados y derivados al Servicio de Secuen-
ciacion y Genotipado, Facultad de Ciencias Exactas y Natu-
rales, UBA, para su secuenciacion automatizada. Cada una
de las secuencias fue verificada en dos experiencias inde-
pendientes.

Las secuencias de los segmentos de ADN amplificados a
partir de los cortes histolégicos del pie de Escurra, de las
cepas de referencia C. immitis M38-05 y C. posadasii 1-NL y
de los aislamientos de pacientes argentinos fueron editadas
en BioEdit (ver 7.0.9.0.)?%. Las secuencias fueron compara-
das con la secuencia completa del gen Ag2/PRA depositada
en el GenBank, Acceso N° AF013256, y de dos secuencias
parciales del mismo gen: C. immitis (GenBank Acceso N°
AY536445) y C. posadasii (GenBank Acceso N° AY536446).

Resultados

Una foto reciente de las piezas anatdmicas conservadas
en el Museo permite observar claramente las lesiones
descriptas por Posadas en el pie y la mano del paciente
(Fig. 1). Con todas las coloraciones de rutina se obser-
varon diferentes cantidades de esférulas en los distintos
trozos de tejido tomados de la lesién del dorso del pie.
Estas coloraciones permitieron elegir, entre las distintas
muestras de tejido, la que poseia mayor cantidad de ele-
mentos fungicos.

La inmunohistoquimica, realizada sobre el corte de
tejido con alta concentracion de esférulas, permitié de-
tectar facilmente la gran cantidad de endosporas inte-
gras en el interior de las esférulas (Fig. 2) y libres en el
tejido (Fig. 3). Esta tincion nos permitio elegir las mues-
tras a partir de las que se realizé la extraccion de ADN
fangico para su amplificacion por PCR.

La PCR anidada amplificé un fragmento de aproxima-
damente 340 pb, a partir del ADN de todas las muestras
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analizadas. Las secuencias obtenidas se alinearon con
la secuencia completa del gen Ag2/PRA (AF013256,
Cepa Silveira) entre la posicion 967 y 1280. Las secuen-
cias del ADN de Coccidioides del caso Escurra, al igual
gue las de los aislamientos clinicos de pacientes argen-
tinos y la de la cepa de referencia 1-NL, presentaron un
fragmento de 12 bases entre las posiciones 996 a 1007
presente en C. posadasiiy ausente en C. immitis (Fig. 4).
Otras diferencias que identificaron a cada una de las es-
pecies fueron deleciones puntuales de A en las posicio-
nes 1262 y 1275 para C. posadasii. La secuencia anali-
zada de la cepa de referencia de C. immitis M38-05 fue
idéntica a la secuencia del gen Ag2/PRA de C. immitis
(GenBank AY536445). La unica diferencia observada
entre la secuencia de la cepa Silveira (AY536446) y la de
los C. posadasii de pacientes argentinos, de la cepa
1-NL y del caso Escurra es una mutacion puntual de C-G,
en la posicion 1228 (Fig. 4).

La PCR de Umeyama et al.*® realizada sobre los ADN
de aislamientos de pacientes y la cepa de referencia C.
posadasii 1-NL mostraron una banda de 634 pb, y la cepa
C. immitis M38-05 una de 720 pb. Esta PCR no amplifico
el ADN de Coccidioides del caso Escurra.

Discusion

Pocos estudios utilizando técnicas de biologia molecular
se han realizado sobre agentes flingicos en piezas de
museos y este es el primer trabajo donde se busca ADN
de Coccidioides en una pieza con mas de 100 afios de
antigliedad. El estado de conservacién de las piezas
anatémicas de Escurra es excelente, claramente se pue-
den observar las lesiones en la zona dorsal del pie y la
mano, ademas de la coloracion de la piel (Fig. 1). Es
probable que las substancias altamente higroscopicas
(acetato de potasio y glicerina) utilizadas en la época de
Posadas para la conservacion de tejidos?* permitieron que
las piezas conserven su volumen y tengan una constitu-
cion firme, caracteristicas que nos permitieron el andlisis
de los tejidos.

Los antecedentes que conocemos acerca de lo ob-
servado en el primer caso de coccidioidomicosis, son las
descripciones, los dibujos y fotografias que Posadas do-
cumentd, concluyendo que estaba en presencia de un
protozoario®. Agregamos a los estudios de Posadas una
técnica inmunohistoquimica y un método molecular sen-
sible y especifico para determinar la etiologia fungica del
agente infeccioso involucrado en el caso.

La técnica inmunohistoquimica empleada permitié
identificar certera y claramente las estructuras parasita-
rias del hongo, reconociendo la buena calidad y cantidad
de endosporas dentro de las esférulas y libres en los te-
jidos, facilitAndonos la eleccién de las mejores muestras
de tejido para la extraccion de ADN.
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970 @80 990 1000 1010 1020 1030 1040
ay536446-Cp -ATCCCACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGTGTGGA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGUTAA
ayb36445-Ci -ATCCCACCT TOCECTETAT GTTCGAACCT TTTET----- ---—---- GGA GAGGAACGAG AAGGACTETT GGAATGCTARA
Escurra ------ ACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGTGTGGA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGCTAA
Cepa 1-HL  ----—- ACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGTGTGGA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGCTAA
Cepa M38-05 ----—- ACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGT----- ---——--- GGA GAGGAACGAG AAGGACTGTT GGAATGCTAA
073089 ------ ACCT TGCGCTETAT GTTCBAACCT TTTGTGTGGEA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGCTARA
073094 ----—- ACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGTGTGGA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGCTAA
073129 ----—- ACCT TGCGCTGTAT GTTCGAACCT TTTGTGTGGA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GGAATGCTAR
073130 ----—- ACCT TGCGCTETAT GTTCGAACCT TTTGTGTGEA ACCTCACGGA GAGGAACGAG AAGGACTCTT GEAATGCTAA
e e e e e e [ e e e I R |

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
ayb36446-Cp CGGCTTEATE CTAGCTCAAC TGCTTCETTE AGECTCTCGG CAACGATGGC TGCACTCECT TGACCGACTT CAAGTGUCAC
ayb36445-Ci CGEGCTTE®ATE CTAGCTCAAC TGCTTCGTTE® AGECTCTCGG CAACGATGEGC TECACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGUCAC
Escurra CGECTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTG AGGCTCTCGE CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
Cepa 1-HL CEECTTGATE CTAGCTCAAC TGCTTCOGTTE AGECTCOTOGE CAACGATGGC TECACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
Cepa M38-05 CGGCTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTGE AGGCTCTCGG CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGUCAC
073089 CGECTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTGE AGGCTCTCGEG CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
073094 CGECTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTG AGGCTCTCGE CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
073129 CGECTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTG AGGCTCTCGG CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
073130 CGECTTGATG CTAGCTCAAC TGCTTCGTTGE AGGCTCTCGEG CAACGATGGC TGCACTCGCT TGACCGACTT CAAGTGCCAC
P e e e e e L e I T T iy [ I R |

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
ay536446-Cp TGCTCCAAGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGCE TTGAGGAGGC CTGCCCTCTC GACGCCCETA TCTGTAAGTG
ayb36445-Ci TOCTCCAAGC CTGAGCTCCC AGUACAGATC ACTCCTTOCE TTEAGUAGGC CTECCCTCTC GACGCCCETA TCTOTAAGTG
Escurra TGECTCCAAGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGECE TTGAGGAGGC CTGCCCTCTC GACGCCCGETA TCTGTAAGTG
Cepa 1-HL TGCTCCAAGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGCGE TTGAGGAGGC CTGUCCCTCTC GACGCCCGTA TCTGTAAGTG
Cepa M38-05 TGCTCCAAGC CTGAGUTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGCG TTGAGGAGGC CTGCCCTCTC GACGCCCGTA TCTGTAAGTG
073089 TECTCCARGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCOTTGCOG TTGAGGAGGEC CTECCCTCTC GACGCCCOGTA TCTGTARAGTG
073194 TGCTCCAAGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGCG TTGAGGAGGC CTGUCCCTCTC GACGCCCGTA TCTGTAAGTG
073129 TECTCCAAGC CTGAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCTTGECE TTGAGGAGGC CTGCCCTCTC GACGCCCGETA TCTGTAAGTG
073130 TECTCCAAGC CTEAGCTCCC AGGACAGATC ACTCCOTTGCG TTGAGGAGGC CTECCCTCTC GACGCCCOGTA TCTGTAAGTG
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1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
ay536446-Cp AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCCCA AGBATGGGAT AAGATGAGAR GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GUTAA
ayb36445-Ci AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCOCOCA AGUATGGGAT AAGATOAGAA GATOGAAAGA AAGTCGAAAT GECAAGCTAA
Escurra AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGAT AAGATGAGAA GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GCTAA
Cepa 1-HL AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGAT AAGATGAGAA GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GCTAA
Cepa M38-05 AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGAT AAGATGAGAR GATGGAAAGA AAGTCGAAAT GGCAAGUTAA
073089 AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGEAT AAGATGAGAR GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GCTARA
073094 AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGAT AAGATGAGAA GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GCTAA
073129 AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCGCGCA AGGATGGGAT AAGATGAGARA GATGGAAAGA A-GTCGAAAT GGCA-GCTAA
073130 AAGCGACACC AAATTCTTGC ATCTCECGCA AGGATGGGAT AAGATGAGAR GATGGAAAGA A-GTCGARAT GGCA-GCTAA

Fig. 4.— Alineamiento de los fragmentos secuenciados. Las posiciones nucleotidicas indican la posicion respecto al gen Ag2/

PRA completo (GenBank Acceso N° AF013256). Las primeras dos secuencias corresponden a las depositadas en el
GenBank: C. posadasii (Cp) Acceso N° AY536445 y C. immitis (Ci) Acceso N° AY536445. A continuacion aparecen: la
secuencia del caso Escurra, la de las cepas de referencia 1-NL y M38-05 y la de los aislamientos de los pacientes argen-
tinos (073089, 073094, 073129 y 073130). Sobre la secuencia del caso Escurra se encuentran sombreadas las bases

que confirman su identidad como C. posadasii.

Los cuatro aislamientos de pacientes argentinos y el
ADN obtenido de las piezas de Escurra fueron identifica-
dos como C. posadasii analizando la secuencia del gen
Ag2/PRA. Este hecho no nos sorprendio, ya que cepas
de otros nueve pacientes argentinos, distintas de las uti-
lizadas en este trabajo, ya habian sido clasificadas como
pertenecientes a esta nueva especie utilizando diferen-
tes métodos*. En coincidencia con el trabajo de Fisher et

al.4 los aislamientos argentinos analizados en nuestro
estudio y el del caso Escurra fueron C. posadasii. Las
cepas argentinas y la secuencia fungica del material de
Escurra también difieren de la cepa Silveira por la muta-
cién de C-G en la posicion 1228 del gen Ag2/PRAY . Esto
coincide con lo previamente informado por Peng et al.*®
para las cepas argentinas; esta mutacion no se observa
en los C. posadasii aislados de pacientes de Tucson,
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EE.UU., pero si esti presente con frecuencia en aisla-
mientos de pacientes de México®.

Para la identificacion de especies de Coccidioides, la
técnica de amplificacion descripta por Umeyama et al.*®
presenta como caracteristicas sencillez en su ejecucion
y alta especificidad. Esta técnica nos permitié confirmar
la identidad de las cepas y aislamientos utilizados en el
trabajo, pero desafortunadamente requiere una cantidad
de ADN de 10 ng y mayor integridad del mismo, caracte-
risticas que no fueron cumplidas por el ADN obtenido de
los tejidos de Escurra, por lo cual se recurrié a la técnica
de PCR-anidada.

El Dr. Eliseo Cantén, en la discusion del trabajo:
“Psorospermiosis humana y experimental™ presentado
por Posadas en el Primer Congreso Cientifico Latinoame-
ricano, realizado en Buenos Aires en 1898, propone que
el parasito (aun considerado un protozoario) sea llama-
do Posadasia esteriformis, haciendo honor a su descu-
bridor; sin embargo, es recientemente cuando la nueva
especie descripta del hongo es denominada C. posadasii
en honor al médico argentino®. A méas de 100 afios de la
descripcion del primer caso de coccidioidomicosis, las
piezas del paciente Escurra conservadas por el Museo
de Patologia nos permiten realizar una contribucién a la
investigacion cientifica identificando como C. posadasii
al agente involucrado en el primer caso de coccidioi-
domicosis, reconocido histérica y mundialmente.
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