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INTRODUCCION.

El micetoma es un sindrome anatomo-clinico, que afecta tejido
subcutaneo, se localiza principalmente en extremidades. Se caracteriza
por presentar una triada clinica compuesta por aumento de volumen
con deformacioén de la zona afectada, presencia de trayectos fistulosos,
a través de los cuales se drena un exudado seropurulento en el cual se
encuentran unas estructuras llamadas “granos” que son la forma
parasitaria del agente etioldgico. Si bien es un padecimiento que en
muy pocos casos tiene un curso letal o afecta al estado general, si
llega a producir invalidez del miembro afectado. Los agentes
etioldgicos de esta enfermedad varian en diferentes zonas
geograficas’® En nuestro pais un 95% de los casos son causados por
bacterias filamentosas aerobias, actinomicetos, en sélo el 5% de los
casos el agente etioldgico son hongos verdaderos!” En la actualidad
existe una lista de 31 especies de hongos causantes de
eumicetoma®En esta lista, no se incluye a Cladophialophora carrionii,
el cual es reconocido como agente causal de cromoblastomicosis, otra
micosis subcutanea de curso crénico, que se caracteriza por lesiones
nodulares, verrugosas localizadas principalmente en miembros
inferiores y excepcionalmente se comporta como oportunista dando
otra micosis denominada feohifomicosis®*™*'* Una cepa de dicha
especie, fue aislada de un paciente que por clinica, estudios
micoldgicos e histopatolégicamente manifestaba un micetoma en una
de las extremidades inferiores. Sin duda, éste es el primer caso
reportado de micetoma por C. carrionii.

Para que un microorganismo sea considerado como agente etioldgico
de micetoma, el reporte del caso clinico debe ser presentado con una
historia clinica adecuada en donde se describa que el paciente
presentd la triada clinica ya mencionada, en donde los granos sean
claramente caracterizados y descritos ya sea en exudado y/o tejido,
pero sobre todo que se observen granos, ademds de que el
microorganismo recobrado del cultivo sea identificado® ElI caso
presentado cumple con estos criterios.




Por otra parte, la reproduccion experimental de una enfermedad, es
muy util para estudiar aspectos relacionados a la patogenia y factores
predisponentes para el desarrollo de una enfermedad. La produccion
experimental de una enfermedad tiene que cumplir con los postulados
de Koch: (1) primeramente el patégeno tiene que presentar una
asociacion con la enfermedad, éste debe ser aislado de individuos
enfermos y no de personas sanas, (2) obtener un cuitivo puro, (3) la
enfermedad debe ser reproducible en un hospedero susceptible
cuando sea inoculado con un cultivo puro, (4) por ultimo el patégeno
tiene que ser recobrado de este hospedador.

Hipotéticamente, cuando C. carrionii, sea inoculado en ratones, pueden
ocurrir tres posibilidades, que se produzca un micetoma, una
cromoblastomicosis o una feohifomicosis.

Por lo tanto el objetivo de este trabajo es establecer cuales son las
condiciones bajo las cuales se establecen estas enfermedades.




Capitulo 1:

Antecedentes.

1.1 Micetoma.

Definicion.

El micetoma es un sindrome de tipo infamatorio cronico caracterizado
por una triada clinica constituida por aumento de volumen, con
deformacion de la region que afecta, lesiones de aspecto nodular,
fistulizadas y de donde drena un exudado filante, que contiene las
formas parasitarias denominadas “granos” o “granulos”; su etiologia se
debe a diversas bacterias filamentosas, actinomicetos aerobios, y a
hongos que producen actino y eumicetoma, respectivamente. Los
cuales penetran por inoculacién traumatica exdgena. Los tejidos
afectados son la piel, tejido celular subcutaneo, aponeurosis, 0seo y
rara vez visceras(!>810

Los microorganismos que participan también pueden causar otras
enfermedades clinicas, como nocardiosis, feohifomicosis, granuloma
micotico, y cromoblastomicosis 7+ 10

Esta enfermedad también es conocida a menudo como Pie de Madura
o Maduromicosis.
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Epidemiologia.

El micetoma se presenta en zonas geograficas muy especificas y
definidas, éstas por lo regular estan comprendidas entre el Trépico de
Cancer y el Tropico de Capricornio, region en donde se encuentran las
condiciones climatolégicas necesarias para el desarrollo de los agente
etioldgicos. En dicha region quedan comprendidos dos tipos de climas:
subtropical y tropical senegalés con un rango de temperatura entre
10-20°C a 20-40°C y una precipitacion pluvial anual entre 500 y
1,000mm. Ambos grupos de agentes etioldgicos han sido aislados de la
naturaleza, suelo, madera, plantas (principalmente cactaceas) ™

Las principales zonas endémicas se localizan en tres continentes:
Africa (Sudan, Somalia, Senegal, Nigeria, Chad y Niger), Asia ( La
India) y América ( México, Venezuela, Brasil, Argentina y El
Salvador)(®

En Africa y Asia los agentes etioldgicos principalmente son hongos,
mientras en México y Venezuela son actinomicetos*™

Las zonas endémicas de nuestro pais son 4: (1) estados de Guerrero y
Morelos, (2) zona norte del estado de Veracruz (3) frontera entre norte
de San Luis Potosi y sur de Nuevo Ledn, (4) sur de Sinaloa®®

La enfermedad se presenta con mayor frecuencia en adultos entre la
32 y 52 década de la vida, es un padecimiento raro en nifios*"¥
Predomina en el sexo masculino en una proporciéon 5:1; muchos
autores explican esta relacion debido a que la principal ocupacion es
aquella relacionada con las labores propias del campo‘™® Sin embargo,
esto no es del todo cierto, ya que en muchos de estos paises las
labores del campo las realizan hombre y mujer por igual. Por otra
parte existen varios estudios que demuestran la influencia
hormonal en el desarrollo /n vitro de algunos agentes etiologicos

del micetoma*”



Etiopatogenia.

El micetoma es un sindrome con pluralidad etiolégica. Varios autores
coinciden al presentar una lista de los agentes etioldgicos del
micetoma,***? la cual se presenta en la tabla 1

En Meéxico del 95 a 97 % son actinomicetomas, de los cuales el
género Nocardia representa el 85% de los agentes causalesy
10% corresponde al género Actinomadura (N. brasilfensies y A.
madurae en mas del 90%, respectivamente) El 5% restante es para
los eumicetomas, los de grano negro ocupan el 4% y de grano blanco
sélo el 1%, (29

Los microorganismos causales viven como saprobios en la naturaleza,
en el suelo o los vegetales. Se introducen a la piel del hospedero por
medio de algin traumatismo ( astillas de madera, espinas,
instrumentos de labranza, etc) Después de la penetracién, se observa
crecimiento lento del microorganismo. En general hay una alta
resistencia a la infeccion. Después de semanas o meses, tiempo en el
cual pueden ocurrir inoculaciones subsecuentes, los microorganismos
emiten filamentos en los tejidos y se agregan en una masa de hifas
compactas llamadas “granos”, de esta manera resisten mas y ocupan
el menor espacio.!??9 Los granos logran su agregacién por un
“cemento” compuesto por sustancias producidas tanto por el
hospedero como el microorganismo )

En particular McGiniis © llama a la forma parasitaria del micetoma
esclerocio y lo define como un agregado de hifas vegetativas, solido,
con o sin la agregacion de sustancias del tejido del hospedero y
generalmente sin esporas dentro de la estructura.

Existen dos aspectos muy importantes que estan implicados en el
desarrollo del micetoma. La primera es el efecto de alteraciones en las
defensas del hospedero y el segundo es la habilidad del
microorganismo para resistir o evadir las defensas del hospedero*™




Existe muy poca evidencia de anormalidades clinicas en un paciente
que desarrolla micetoma. En un estudio’® se demostré que en los
pacientes con defectos en la respuesta inmune celular de sus linfocitos
T a fitohemaglutinina, eran mas severamente afectados por el
micetoma o fallaban en su respuesta al tratamiento. Este estudio es
reforzado por el hecho de que el micetoma experimental por Madurella
mycetomatis en ratones es virtualmente imposible producirlo, excepto
en ratones atimicos rnu/nu.”

Por otra parte existen estudios que demuestran que los pacientes con
micetoma no presentan ninguna diferencia significativa en su
respuesta de linfocitos T comparados con pacientes sanos!’?

Respecto a los microorganismos estos también tienen que ser capaces
de presentar cambios para poder desarrollar en el tejido (potencial
mas reducido, nutrimentos, temperatura) Conforme se va formando el
grano en el tejido las paredes celulares del hongo se wvuelven
engrosadas, especialmente las células de la periferia y se fusionan una
con otra. Hay también un aparente exceso en la produccion de
polisacaridos componentes del citoesqueleto de las paredes flungicas.
Tales alteraciones en la pared celular hacen al hongo menos
penetrable a farmacos antifiingicos y a las moléculas de adhesién que
interfieren con la interaccién leucocito-pared celular”-?

Algunos hongos tales como Madurella mycetomatis y M. grisea
elaboran un cemento extracelular que parece ser 1,8-
dihidroxinaftaleno-melanina que se combina con restos celulares y
proteinas del hospedero. El cemento parece agregar fuerza al grano y
protegerlo contra farmacos antifingicos, anticuerpos y enzimas
hidroliticas que pudieran dafar la pared celular. Las microfibrillas
asociadas con la pared celular de las hifas del grano de WM.
mycetomatis se cree que son polisacaridos. Las microfibrillas
también pueden contener 1,8-dihidroxinaftaleno-melanina. Estos
componentes del grano, con los polimorfonucleares y los restos
celulares alrededor del grano, pueden proveer un medio de proteccion
para el hongo!’**) ‘



l — --fA'gentev etioldgico

| ACTINOMICETOS | Nocardia brasiliensis | Blanco

: N. asteroides Blanco

| N. caviage Blanco/amarillo

; Nocardiopsis dassonvielle/ Crema

i Actinomadura madurae Blanco/amarillo

i A. pelletieri Rojo
Streptomyces somallensis Amarillo pardo.

| S. paraguayensis Amarillo pardo.

[ HONGOS | Corynespora cassicola. '

| NEGROS

Curvularia lunata.
C. geniculata.
Exophiala jeanselmei

|| Leptosphaeria senegaliensis
i L. tompkinsii

Madurella mycetomatis
M. grisea

‘| Phialophora verrucosa

Plenodomus avramii

‘| Pseudochaetophaeronema larense

Pyrenochaeta mackinnonii
P. romeroi

|Grano

Negro

[HONGOS

' HIALINOS

.\ Acremonium falciforme

| A. kiliensi

| A. racifer

| Aspergillus nidufans

| Cylindrocarpon destructans
|| Fusarium spp.

| F- moniliforme

| £ oxysporum

|| F. solani

F. solani var coeruleum

|| F. solani var. minus

| Neotestudina rosatii
Policytella hominis

.| Pseudoallescheria boydii ,

Dermatofitos( 7.rubrum, M. canis, M. audouinmni)

1 Grano
Blanco

TABLA 1 Agentes etioldgicos de actino y eumicetoma®*+?
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La lesiéon primaria es un proceso tumoral que invade en forma local, no
es doloroso, o bien es una inflamacidn pequeiia, poco dolorosa y
subcutanea,

que aumenta en forma lenta y se reblandece. Se desarrolla un
absceso purulento agudo, resolucién y nuevo desarrollo, excavacion en
muchas direcciones por debajo de la dermis e invasién de tejido blando
y hueso que hace erupcion en la superficie mediante trayectos
fistulosos que se abren paso, en general son respetados los tendones,
nervios y musculo. A medida que las areas nuevas se convierten en
activas, en las areas viejas hay cicatrizacién con fibrosis extensa. ("2

En general la respuesta histoldgica en el micetoma es esencialmente
la misma independientemente  del agente etioldgico.
Histopatoldgicamente se forma una reaccidon inflamatoria compuesta
principalmente por células polimorfonucleares (PMN) y tejido de
fibrosis'”) También pueden encontrarse células epitelioides, macréfagos
y células gigantes multinucleadas. Lesiones con mucho tiempo,
particularmente o6seas con degeneracion del grano o piezas del
cemento, frecuentemente contienen ceélulas gigantes multinucleadas y
células epitelioides. Ceélulas como linfocitos, plasmocitos e histiocitos
separan el absceso de la envoltura del tejido fibroso(!2*

En una investigacion EL Hassan’®, describid histopatolégicamente la
produccién de los granos de M. mycetomatis, estableciendo que
existen 3 tipos de reacciones que pueden coexistir en la misma lesion.

Tipo I: Existe una zona de neutrdéfilos en la vecindad del grano. Estos

son algunas veces encontrados adentro de la sustancia que forma el
grano, causando su desintegracion. Algunos histiocitos pueden ser
vistos entre los neutrodfilos, pero son mas numerosos fuera de la zona

de neutrdfilos.

Tipo II: Los neutrofilos desaparecen en gran medida y son
remplazados por histiocitos y células gigantes multinucleadas. Algunas
de estas células contienen fragmentos de granos o cemento
pigmentado sin hifas. Los macréfagos pueden contener un pigmento




negro derivado del grano. En esta etapa el grano ya es pequefio y
fragmentado.

Tipo III: El material del grano ha desaparecido en gran medida o
completamente dejando un granuloma epitelioide con o sin células
gigantes de Langerhans. Esta es una reaccion poco comun ya que
representa una regresion espontanea en algunos granos®”

Esta descripcion aunque es particular para M. mycetomatis, puede
servir como una guia para estudiar la histologia de otros hongos
dematidceos, como es el caso de estudio y probablemente de los

hialohifomicetos.
Aspectos clinicos.

La localizacion mas frecuente del micetoma es en las extremidades. En
el ambito mundial la region mas afectada son las extremidades
inferiores, seguidas por las superiores. En nuestro Pais es muy
frecuente también la localizacion en tronco. Aunque cabe aclarar que
han sido reportadas muchas otras localizaciones en forma menos
frecuente (craneo, térax, periné, entre otras)

Las localizaciones en extremidades al hacerse crénicas pueden causar
invalidez del miembro, pero no son peligrosas, mientras que las
localizaciones craneales, abdominales y en tronco son consideradas de
alto riesgo¥

Como ya se menciond el micetoma presenta lesiones que cumplen con
la triada clinica: aumento de volumen con deformacién de la region,
presencia de lesiones nodulares con fistulas (q ue en ocasiones tienen
anillos carnosos o puede estar deprimidos) y presencia de un exudado
seropurulento por donde drenan los “granos” los cuales pueden ser
micro o macroscopicos.*?)(Fig. 1)
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Puede considerarse, que clinicamente los micetomas se observan igual,
independientemente de su agente etioldgico, aunque se ha insistido en
ciertas diferencias, ya que los micetomas por N. brasiliensis y A.
pelletieri tienen a ser mas inflamatorios y fistulizados, mientras que
los causados por A. madurae, S. somaliensis y los eumicetomas tienen
a ser mas lefiosos, fibrosos y menos fistulizados'® Caracteristicas
observadas en los eumicetomas vistos en el servicio.

El padecimiento es cronico y avanza hacia el tejido celular subcutaneo,
aponeurosis y llegar hasta hueso. Es importante decir que hay algunos
agentes mas osteofilicos que otros, N. brasiliensis, A. madurae y
M. mycetomnatis, son los mas osteofilicos. En el caso de las lesiones
6seas, en la fase avanzada de la enfermedad, puede haber multiples
cavidades a través de la densidad del hueso. Estas cavidades son
grandes en tamafo, pocas en nimero y con margenes bien definidos
en los eumicetomas. Mientras, las cavidades en el actinomicetoma son
usualmente pequenas en medida, numerosas y sin margenes bien
definidos. Las cavidades son producidas por el reemplazo del tejido
dseo por los granos y tejido fibroso, su tamafio es debido al tamaiio de
los granos, los cuales proveen el soporte del hueso. Esto puede
explicar que en el micetoma es rara la fractura. Dependiendo de la
localizacion puede llegar hasta visceras, pulmones, etc (& 1

El micetoma es una enfermedad en general asintomatica, no dolorosa
y los pacientes tan solo refieren un ligero prurito. Cuando el
padecimiento se vuelve crénico, puede tornarse doloroso. Es muy
frecuente que exista una infeccién bacteriana secundaria®®

Los principales diagnésticos diferenciales del micetoma son:
osteomielitis, tuberculosis colicuativa, hidrosoadenitis(*® Existen
pseudomicosis en las que los agentes etiologicos también forman
“granos”. Estas son la actinomicosis, cuyo agente etioldgico es un
actinomiceto microaereofilico enddégeno llamado Actinomyces israelii y
la botriomicosis originada por un grupo de bacterias no filamentosas,
principalmente S. aureus, Ps. aeuroginosa y E. coli !




Diagndstico de laboratorio.

Aparte de las caracteristicas clinicas que presenta el micetoma, son
indispensables estudios micolégicos, de laboratorio y gabinete para
llegar al diagndstico, establecer un tratamiento y prondsticot*®

Para los estudios de laboratorio, la muestra requerida es precisamente
el exudado sero-sanguinolento que drena de las fistulas activas.
Cuando no existen fistulas o éstas no se encuentran activas la muestra
proviene de la biopsia. La muestra se cultiva y se le realizan examenes
directos.

Examen directo:

El exudado se coloca en una laminilla, se le agrega una gota de lugol
como medio de contraste, y se observa al microscopio buscando los
granos. Estos pueden ser micro o macroscopicos. El hecho de
encontrar los granos confirma el diagndstico de micetoma, sin
embargo, no debe darse tratamiento hasta confirmar género y especie
del agente etioldgico “)(Fig.2)

La morfologia del grano en el examen en fresco nos puede orientar
para determinar el agente etioldgico. En la tabla 2 se presentan las
caracteristicas de los granos mds comunes en México. Ademas del
examen en fresco es muy importante observar las caracteristicas
tintoreales del grano en la biopsia, también utiles para ident ificar el
agente etiolégico®

Cultivos:

Las muestras se siembran regularmente en agar Sabouraud, papa
dextrosa. Cuando se sospecha de actinomicetos no sembrar en medios
con cloramfenicol y si se sospecha de un hongo, no sembrar en
medios con ciclohexamida Para la mayoria de los actinomicetos el
tiempo de desarrollo es entre 8 a 15 dias a temperatura ambiente. Los
hongos tardan en desarrollarse entre 15 a 30 dias.



Las caracteristicas macro y microscopicas de los agentes causales
seran revisados mas adelante.

:[Tipo Tamafio Color [Forma [Otros

L de grano ; =

[ Tipo 50-150 um [ Blanco | Lobulado | Clavas en

¢ | Nocardia microsifonado | amarillento | “fetoide” | Periferia.
A. 1a5mm .| Blanco ;| Redonda, | Blando,
madurae | microsifonado | Amarillento Irregular, '| Pseudoclavas

3 ) v : Lobulado. En periferia.

[ A. pelletieri [200 a 300 um [Rojo Redondo, '

; | microsifonado - | Agrupado. :

s 0.5a1.0 mm |Blanco Redondo .[Duro

: | somalfensis | microsifonado | grisaceo : L |

' Eumicético {0.5a5.0 mm |Negroo Irregular || En ocasiones

1 Negro Macrosifonado | Café ocre | clamidoconidias,

: A || vesiculas.

| Eumicético [0.5 a 3.0mm Blanco Irregulares

- | Blanco Macrosifonado | Amarillento

TABLA 2 Morfologia de los principales tipos de granos en el examen en
fresco34)

Biopsias:

La respuesta histoldégica es igual independientemente del agente
etioldgico y se caracteriza por presentar un cuadro inflamatorio agudo
al nivel de la dermis desde superficial hasta profunda, en donde los
granos se localizan en el centro de un microabsceso rodeado de
polimorfonucleares, en la periferia de este absceso se encuentra una
zona de fibrosis y fuera de esta zona hay otras células como
plasmocitos, linfocitos, células gigantes y también se observa un
aumento en la vascularizacion. Excepcionalmente se encuentran
imagenes de verdaderos granulomas tuberculoides®*Para ilustrar la
respuesta histolégica se presenta la histopatologia del micetoma por
Cladophialophora carrionii (Fig.3)
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La biopsia cobra importancia en casos en donde no se logren encontrar
los granos en el examen directo, también son muy utiles para estudiar
a éstos, ya que de acuerdo a sus afinidades tintoreales pueden
orientar hacia la identificacion del agente etioldgico. En la tabla 3 se
resumen éstas caracteristicas de los granos mas comunes en nuestro
pais. La tincion de rutina Hematoxilina y Eosina (H&E) en la gran
mayoria de los casos es suficiente para resaltar las estructuras

fangicas®(Fig.4)

-Tipo de grano

| Descripcion

-Granos
tipo Nocardia.

azul palido, en el
“microfilamentos,  algunas
-Rodeado por clavas eosinofilicas de 8-18 pum.
Reaccidn inflamatoria intensa.

40-50um; redondos polilobulados, de color |
centro hay escasos |,
granulaciones. |

'Grano
; de A. madurae

| ,1-10mm; filamentos tehidos con hematoxilina,

forma cartografica, borde eosinofilico,
pseudoclavas que no lo rodean por completo.
Reaccion inflamatoria mas discreta.

‘Grano de
M. mycetomatis

1 mm; color pardo, no toma los colorantes,
filamentos macrosifonados que se observan
_concéntricos y radiados.

Grano
de WM. grisea

‘'tifen con eosina en la periferia, y centro
-palido, vesiculado en la periferia.

1-2mm; filamentos macrosifonados que”Séi

~Grano
de P. boydii

_presentan vesiculas.

'3 mm; redondos u ovalados, polilobulados vy |

Tabla 3 Descripcion de las afinidades titoreales de los principales agentes‘

etioldgicos de micetoma en México. Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E)

Hematoxilina: Lila, Eosina: Rosa(9)
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FIG.1 Micetoma en dorso de pie. FIG. 2 Examen directo del grano de
C. carrionii (40x)

FIG 3 A Grano de C>carr/om/ con Dlrededor del granuloma mﬂamatorlo v flbrbms fofmado asu Dlrededor

(10x) en (B) se observan los elementos miceliales del grano a 40x. Debido al pigmento propio del hohgo no
requiere tinciones especiales (H&E)

FIG. 4 Afinidades tintoreales con H&E de un grano tipo AMocardia(A), A. madurae(B), M. mycetomatis(C),

CCek vad 2.



Pruebas inmunoldgicas:

En general las pruebas seroldgicas tienen la desventaja de que la
respuesta inmune humoral no esta bien estudiada para los micetomas,
existe un gran numero de agentes causales que presentan cruces
antigénicos entre si, incluso con PPD y antigenos de M. /eprae, ademas
de que se tendria que realizar una seleccion de los patégenos que
prevalecen en determinada area geogréfica. (78

En afos recientes se ha desarrollado una prueba seroldgica por ELISA
(basada en dos antigenos inmunodominantes de 24, 26 KDa obtenidos
de un extracto celular de WN. brasiliensis) que sirve de parametro
diagndstico de los micetomas causados por N. brasiliensis. Esta prueba
no cruza con pacientes de lepra, ni tuberculosis y es util para evaluar
la respuesta al tratamiento y prondstico!”’

Para eumicetomas existen pruebas de inmunodifusidon vy
contrainmunoelectroforésis, pero no son altamente especificas, por lo
que no son utilizadas como diagndstico.

Rayos X:

Siempre deben tomarse placas de la zona afectada para valorar si
existe afeccion 6sea o de alguna viscera segun la localizacidon de las
lesionest->7)

Actualmente existen otras herramientas de imagenologia aplicadas en
el diagndstico del micetoma como la imagen de ultrasonido, la cual es
muy precisa y exacta en lesiones sin fistulas. El tamaiio y la extension
de las lesiones pueden determinarse con precision ultrasénicamente y
esto ayuda a planear las incisiones y procedimientos quirargicos”’
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Tratamiento.

Para el micetoma existen varios planes terapéuticos, los cuales

dependen principalmente del agente etioldgico y el avance del proceso.

En general, los actinomicetomas son mas sensibles al tratamiento que
los eumicetomas. Debido a que el enfoque de este texto tiene que ver
mas con los aspectos microbiolégicos y patoldgicos solo se
mencionaran brevemente las alternativas terapéuticas.

Actinomicetoma:

La terapia de primera eleccidn para estos micetomas por Nocardia,
sigue siendo la misma que se implementd por Latapit' desde hace 50
anos, basado en sulfonamidas.

DiaminoDifenilSulfona (DDS) 100 a 200 mg/dia mas Trimetropin-
Sulfametoxazol (TMS) 400-80 a 800-160mg/dia. Este esquema es
efectivo en la mayoria de los casos por ANocardia sp. es barato, pero
tiene el inconveniente de prolongarse por aifos. Una segunda opcion
para los microorganismos resistentes o0 no sensibles puede ser
amikacina 15 mg/kg/dia por 3 semanas con periodos iguales
de descanso. Un tercer esquema para casos resistentes es la
combinacion de amoxicilina-acido clavulanico (500-125mg) cada 8-12h
por 3-6meses(!>7:9:10)

Debido a la buena respuesta a los quimiotratamientos, la amputacion
es un procedimiento totalmente contraindicado en casi la totalidad de
los casos.

Eumicetoma:

En general tienen muy baja respuesta a los antifungicos. La
combinacion mas utilizada con mejores resultados es la reseccion
quirargica con amplio margen en combinacidn con imidazoles:
ketoconzol 200 a 400 mg/dia, itraconazol 200-400mg/dia o alilaminas
como terbinafina 250 a 500 mg/dia por meses o afios{”
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Microbiologia de los agentes etioldgicos.

En este trabajo sdélo se enfocara en los microorganismos mas
frecuentemente aislados de actino y eumicetoma en nuestro pais:
Nocardia brasilfensis, Actinomadura madurae, Madurella mycetomatis,
Madurella grisea, Pseudoallescheria boydii.

ACTINOMICETOS: La identificacidon de actinomicetos esta basada en la
composicion quimica de su pared celular, morfologia colonial y del
micelio, y pruebas fisiologicas, térmicas y bioquimicas.

Las pruebas mas utilizadas en los laboratorios de Micologia son
fisiolégicas, bioquimicas y térmicas, sin embargo, éstas son las que
tienen mayor variabilidad. Por lo que la prueba que tiene mayor
conﬁab(i;i)dad es la determinacidn de la composicion quimica de pared
celular

En la pared celular de estos actinomicetos se buscan principalmente 3
compuestos: Acido DiaminoPimélico (DAP), acidos derivados de
carbohidratos, y acidos micdlicos. Estos compuestos se determinan por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y de capa fina
(TLC) Estas metodologias tienen el inconveniente de ser caras y de
requerir personal calificado®

Nocardia brasiliensis . Produce una colonia de crecimiento lento,
acuminada, rugosa de color amarillo a naranja y tiene una consistencia
membranosa. Los filamentos son microsifonados de 0.5 a 1.0 um de
diametro, segmentado, es Gram positivo y parcialmente Alcohol Acido
Resistente.

Actinomadure madurae. El microorganismo desarrolla rapidamente en
medio de Lowenstein-lJensen, y mas lento en agar Sabouraud, su
temperatura optima de crecimiento es a 37°C. La colonia es cerosa,
cerebriforme en el centro y pequeina. Los elementos miceliales son
microsifonados de 0.5 a 1.0 um de diametro, produce cadenas
pequefas de esporas. Es Gram positivo y no Alcohol acido resistente.
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En la

tabla 4, se presentan algunas caracteristicas morfoldgicas,

quimicas y tintoreales para diferenciar entre los géneros MNocardia y

Actinomadura.*>”

Para diferenciar entre las especies, se recurre a pruebas fisioldgicas y
bioquimicas. Estas se resumen en la tabla 5 para los géneros Nocardia

y Actinomadura.>”

| ELEMENTOS Actinomadura Nocardia
DIFERENCIALES ' : j
‘Morfologia del micelio | Abundante ramificado | Filamentos
- fragmentados en|
_ formas cocoides.
Componentes de pared || Meso-DAP, Meso-DAP, i
celular madurosa Arabinosa, galactosa |
Lipido de pared celular | Ausencia de 4&cido| Presencia de &cido
micolico micolico
‘Susceptibilidad Susceptible Resistente i
‘a lisozima »
. Tincion de Gram 'Negativo Positivo ‘
‘Tincién de 'Negativo Parcialmente positivo
Ziehl-Neelsen :
Tabla 4: Criterios bioquimicos y tintoreales para diferenciacion entre los géneros
Nocardia y Actinomadur
Organismo l Caseina Tirosina ' Xantina Produccion Produccion ':
T de celobiosa de ureasa :
_WN.asteroides | Neg | Neg | Neg | Neg | Pos |
N. brasilensis _| Pos | Pos | Neg | Neg | Pos |
N.caviae | Neg | Neg | Pos | Neg |_Pos |
A. madurae | Pos | Pos | Neg | Pos | Neg [
_A- pelletieri | Pos | Pos | Neg | Neg | Neg |

Tabla 5: Perfil bioquimico para la diferenciacién de las especies de Nocardia y Actinomadura
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EUMICETOS: La identificacion de estos agentes es basandose
principalmente en la morfologia macro y microscopica. Sin embargo, la
formas de fructificacion de estos hongos en algunas especies es
escasa 0 muy variable, depende mucho de las condiciones de cultivo e
incluso bajo las mismas condiciones de cultivo puede presentarse
mucha variabilidad®

Madurella mycetomatis. La descripcion de este hongo es muy
variable debido a que esta especie presenta mutaciones. La
temperatura optima de desarrollo es 37°C. En un principio a colonia es
plegada y apilada color blanco amarillento cubierta con vello gris,
posteriormente se torna de color pardo ocre con pigmento del mismo
color difusible. Produce hifas macrosifonadas de 1 a 5 um de diametro,
también puede presentar células vesiculas alargadas de hasta 25 pm.
En colonias de mas de dos meses, en medio de papa-zanahoria se
pueden formas esclerotes (estructuras de resistencias estériles
formados por micelio) de color negro de 1mm de tamaio. Las colonias
viejas toman un color pardo-rojizo. Se han descrito dos tipos de
conidiacion en agar harina de maiz: conidias piriformes ( 3-5 um)
con base truncada nacidos en las puntas de conidiéforos Unicos o
ramifzg:?)dos y fialides pequeifas que producen conidias redondas de
3 um'

Madurella grisea:. La colonia es de crecimiento lento, temperatura
optima de desarrollo a 30°C, de color oscuro, plegada, desarrolio
velloso, color canela a gris en la superficie. Las colonias en medio
Sabouraud en general son estériles con la excepcion de
clamidoconidias. En medios de pocos nutrimentos, puede desarrollar
picnidios con conidias, estructura muy similar a la producida por
Pyrenochaeta romeroi. Existen evidencias de que estas dos especies
estan estrechamente relacionadas o son idénticas®®
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Scedosporium apioespermum (Pseudoallescheria boydi). Los
cultivos desarrollan bien a temperatura ambiente en agar Sabouraud
en 5-10 dias. Son colonias de aspecto velloso, seco, limitadas, en un
inicio de color blanco, y posteriormente de color café claro con un
pigmento del mismo color poco difusible. Presenta abundante micelio,
con hifas delgadas 1-3um, hialinas, septadas y con microconidias
piriformes cuyo origen es de conidiéforos cortos o de la hifat®

Las principales pruebas bioquimicas y térmicas para la diferenciacion
de estos microorganismos se presenta a continuacion en la tabla 6.

M. M. grisea |

« mycetomatis 5

~ Glucosa Pos | " Pos
’ - Maltosa ' Pos Pos
"~ Lactosa | Pos ~ Neg ]
Sacarosa || Neg | = Pos
‘Gelatina (proteo'lisis)‘g Pos | Pos i ,
Creceimiento a 37°C , +++ + '
‘Crecimiento a 28°CJ§ | + +++ }

Tabla 6: Perfil bioquimico y fisiolégico para diferenciacién de las especies de
Madurellas ©
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1.2 Produccion experimental de micetoma

actino y eumicético.
La producciéon experimental de una enfermedad tiene como objetivo
estudiar los factores fisiopatogénicos del padecimiento, para demostrar
la patogenicidad de un microorganismo, toxicidad de alguna sustancia
o para estudiar la respuesta frente algin medicamento.

En el caso del micetoma, es un sindrome del cual se desconoce aun
mucho acerca de la patogenia, como tiempo de incubacion, factores
predisponentes del hospedero o de virulencia de los microorganismos
entre otros, asi como | a susceptibilidad de estos a los medicamentos.
Por estas razones, varios grupos de estudio han intentado producir
micetomas experimentales.

Los actinomicetomas, principalmente por Nocardia son relativamente
facil de reproducir en ratones. Uno de los primeros en reproducir el
micetoma experimental por N. brasiliensis, con produccion de
granos fue Gonzalez-Ochoa®, también los  experimentos de
Macotela-Ruiz y  F.Mariat®® arrojaron buenos resultados con
Nocardia. Existen reportes de otros micetomas experimentales por
otros actinomicetos como los estudios de Rippon y Peck® con A.
madurae con la produccion de granos'*3® Sin embargo, la produccién
experimental del eumicetoma es realmente dificil, son muy pocos los
reportes encontrados en la literatura. En general estos reportes se
dividen en dos grupos: los que utilizan la estrategia de
inmunosupresion y los que emplean esquemas de inoculaciones
repetidas con agentes inmunoestimulantes(?37:8:11:12)

Borelli® logré producir eumicetomas con formacidon de granos por
M. mycetomatis soélo si inoculaba una mezcla del hongo con otros
patdgenos como H. capsulatum'y B. dermatitidis. Murray y cols. ®
también lograron producir granos de M. mycetomatis usando
Mycobacterium tuberculosis como adyuvante y por inoculacion
intraperitoneal, los granos se formaron en 1 mes en el centro de
lesiones granulomatosas producidas en el area entre el diafragma y el
higado® La desventaja de estas metodologias es el hecho de ser
demasiado agresivas y que tienen que ver muy poco con la historia
natural de la enfermedad.
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Mahgoub?) publicd en 1978 la produccién experimental de micetomas
tanto actino como eumicéticos en ratones atimicos, curiosamente la
inoculacion con actinomicétos (WN. brasiliensis, S. somaliensis, A.
madurae y A. pelletieri) arrojo resultados negativos ya que ninguno
presentd ni manifestaciones clinicas de micetoma ni presencia de
granos. La inoculacion con M. mycetornatis produjo micetomas en 5
de 8 ratones atimicos. Se formaron lesiones con hifas y granos
rodeados por polimorfonucleares. Los granos empezaron a formarse
desde el dia 9 post-inoculacién. En estos granos experimentales solo
hubo presencia de hifas agregadas y de un color mas palido, en
contraste con los micetomas humanos en donde los granos presentan
clamidoconidias y son mas pigmentados. Este es uno de los trabajos
clasicos que demuestra la deficiencia en inmunidad celular para el
desarrollo de micetoma‘*?

Con base en este trabajo en donde fue utilizado el factor de
inmunosupresion celular, se realizaron dos ensayos inmunosupresion
con hidrocortisona y ciclosporina A (Capitulo 4)

Kameswara-Rao y Ram-Prasad!?, reportaron en 1975 los resultados
de sus experimentos en los que habian logrado producir granos negros
de Phialophora jeanselme/ en ratones por un método de
hipersensibilidad. Realizaron 16 inoculaciones semanales subcutaneas
de una emulsion del hongo en solucion salina con Adyuvante Completo
de Freund (ACF), al termino de estas inoculaciones se realizé una
dltima intraperitoneal. Al concluir el esquema dejaron pasar alrededor
de diez semanas antes de sacrificar los animales. Algunos ratones
presentaron granuloma fungico con presencia de granos en el sitio
subcutaneo de inoculacion y en cavidad peritoneal, el agente etioldgico
también fue recobrado por cultivos de tejidos infectados en medio
Sabouraud'? Este reporte sirvié de base para realizar un ensayo de
inoculaciones multiples subcutaneas e intraperitoneales con ACF
(capitulo 4)
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1.3 Enfermedades por hongos negros.

Los hongos negros o dematiaceos incluyen un gran grupo de especies
fingicas que poseen pigmentos obscuros que van desde el verde
oliva, ocre o negro. En la mayoria de los casos este plgmento es tipo
melanina, en particular la 1,8-dihidroxinaftaleno-melanina‘‘®Incluyen
especies de hongos miceliales y levaduriformes.

Los hongos negros patdégenos cuando crecen en tejido pueden
presentar varias formas parasitarias. La reduccidon fungica es el
fendmeno que ocurre cuando el agente etiolégico se presenta en su
forma viable mas simple, en este caso como hifas septadas,
dematidceas, estas hifas pueden estar solltarlas O agregarse vy
compactarse para formar un “grano”'®

Existen otros dos fendmenos llamados dimorfismo que ocurre cuando
el hongo en su fase saprobia es micelial y la parasitaria es levadura.
Ejemplos de hongos dimorficos son H.capsulatum, S. shenckii, P.
brasilensis, todos ellos hialinos, en los hongos dematidceos no hay
especies representativas‘

El bifasismo que presentan algunos hongos se refiere cuando en medio
de cultivo desarrollan una fase de micelio y su forma parasitaria es otra
diferente a hifas y levaduras ) En los hongos negros se presenta mas
el bifasismo que el dimorfismo.

Basandose en estas estructuras parasitarias, las enfermedades
producidas por hongos dematiaceos incluyen el eumicetoma, la
cromoblastomicosis y la feohifomicosis. En el eumicetoma los hongos
sufren una reduccion fungica y se presentan sélo como elementos
miceliales agregados para formar el “grano”, lo cual ya fue revisado. La
feohifomicosis es un termino introducido por Ajello 31> para describir
“infecciones de naturaleza cutanea, subcutanea o sistémica, causada
por hifomicetos que en el tejido del hospedero forman hifas septadas
y dematiaceas”(!®)
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La cromoblastom:cosus sera revnsada en el sngulente apartado, por el

.

‘momento sélo se dird que es una enfermedad c

; presencna de lesiones verrugosas e hlperplaSI
,granulomas tuberculoides teniendo al o

mca caracterizada por la

pseudoepltellomatosa con
'e/ulas fumagoides (forma

para5|tar|a de los agentes causales de cromoblastomucos:s)

En la figura 5 se presenta un  esquema d"dnde se ilustran las tres
enfermedades que puede producir un hongo negro en funciéon de la forma
parasitaria presente en el hospedero

HONGO DEMATIACEO.

Estructura L

parasitaria ¥ ""‘,
Hifas septadas Agregacion micelial "granos” Ceélulas funagoides

"EUMICETOMA

Enfermedad
producida.

i
i

B T L a et R T EY IO LR L E

Figura 5: Espectro de enfermedades que potencialmente pueden ser producidas por los
hongos dematiaceos.




Es importante mencionar que existen reportes bien fundamentados
que demuestran que un hongo puede producir dos o las tres
enfermedades. Como ejemplo tenemos el caso de Phialophora
verrucosa agente etioldgico bien conocido de cromcolastomicosis, en
1986 Schnading'® reporté a este hongo como agente etiolégico de
una feohifomicosis en una mujer con sindrome de Cushing™® y en
1995 se informo del primer caso de eumicetoma por P. verrucosa
170tro ejemplo es la cepa estudiada en este trabajo Cladophialophora
carrionsj, también es agente causal de cromoblastomicosis y en esta
ocasion demostré como causante de micetoma.

Este fendmeno de polimorfismo lesional es caracteristico de algunos
hongos patdégenos, hay datos que muestran que factores como la
inmunosupresion pueden influir para el desarrollo de una u otra
enfermedad, como el caso de P. verrucosa en individuos
inmunocompetentes produce cromoblastomicosis y en
inmunosuprimidos feohifomicosis; sin embargo, es muy poco lo que se
conoce acerca de la fisiopatogenia de estas enfermedades y existen
muchos factores que hay que estudiar como estado inmune,
inoculaciones repetidas, cantidad de in6culo, cronicidad, virulencia de
cepas, entre otras.

Retomando el concepto de bifasismo, estos fenotipos reducidos que
presentan, células fumagoides, (Fig.8) son formas que adopta el
hongo para evadir los mecanismos de resistencia del hospedero. En la
gran mayoriia de los casos los hongos dimérficos y bifasicos presentan
una fase parasitaria monomoérfica®En el apartado correspondiente a
cromoblastomicosis se profundizara en la biologia de las células
fumagoides.

La identificacién de los hongos dematidaceos de importancia médica es
fundamentalmente por micromorfologia y procesos de conidiogénesis.
Adicionalmente se pueden realizar pruebas térmicas, bioquimicas
(asimilacién de nitrato y algunos carbohidratos) y fisioldgicas (actividad
proteolitica) La morfologia colonial en general no es util , ya que la
mayoria tienen forma similar de colonias aterciopeladas color verde
oliva, cafés o negras(Fig. 6)
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Los medios de cultivo también pueden ayudar a diferenciar entre
hongos negros contaminantes y patdégenos, ya que casi todos los
hongos de importancia médica pueden crecer en la presencia de 0.04 a
0.05% de cicloheximida y los hongos negros contaminantes tienden a
ser inhibidos a estas concentraciones de antibi6tico*®

La descripcion microscopica de cada una de las especies de hongos
negros, se realizara en su apartado correspondiente. En este momento
solo se describiran los principales procesos de conidiogénesis
involucrados en los hongos dematiaceos.

ANELIDES: Es el resultado de una conidiacion progresiva-percurrente,
lo cual quiere decir que la célula conididgena crece con la produccion
de cada conidio, los cuales al ser liberados dejan una cicatriz anillada,
anelacién, alrededor de la célula conididgena ©'®) Ejemplos de hongos
negros que llevan a cabo este proceso de conidiacion son el género
Exophiala sp. y Wangiella dermatitidis.

FIALIDES: Son células conididgenas que presentan una forma de
botella o florero, no se altera su tamafo durante la produccién de los
fialoconidios y la salida de estos puede ser por una apertura simple,
paralela o divergente. Los géneros que pueden ser tipificados por la
forma de las fidlides son Phialophora sp. , Fonsecaea sp.(Fig.9)

ADELOFIALIDES: Se distinguen de las fidlides porque estas estan
separadas del septo de la hifa vegetativa, mientras que la adelofi alide
nace como una extension del septo. Pueden producir o no
collaretes('®)

POROCONIDIAS: Este nombre designa a la conidias que proceden
de un poro en la pared de la célula conidiogena. Generalmente tienen
una conidiogénesis progresiva-simpodial, es decir, la célula
conidiégena se arquea cada que se produce una conidia®'®Algunos
géneros de importancia médica que presentan esta modalidad son
Curvularia sp., Bjpolaris, Exserohilum.
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Las especies del género Cladosporium se reproducen por conidias de
origen blastico que proliferan para formar cadenas lineales,
ramificadas, largas o cortas. Estas conidias son producidas a partir de
un conidiéforo corto, erecto, poco diferenciado, lateral o terminal, los
cuales producen un gran numero de blastoconidas en cadenas
acrépetas ( la mas joven en la parte distal de la cadena) que tienden a
fracturarse para dar conidias sueltas'®)(Fig. 7)

Otro estudio que existe para el estudio de hongos negros es la prueba
de exoantigenos para determinacion seroldgica de la especie para
muchos hongos negros, el inconveniente es que a falta de productos
comerciales, cada laboratorio tiene que producir sus propios
antisueros'®

La tipificacion de los hongos negros por los métodos tradicionales
(morfologia macro y microscopica, comportamiento fisioldgico,
bioquimico y térmico) no es del todo concluyente, precisa y exacta. En
la dltima década, la biologia molecular ha sido empleada con el
objetivo de establecer las relaciones genéticas entre diferentes
especies. Esta metodologia nos permite saber cuando dos hongos son
realmente de dos especies o géneros distintos o incluso cuando son
sinamorfos. Por otra parte, también ha permitido establecer el estado
telomorfo correspondiente a deuteromicetos que no se les ha
encontrado su fase sexuada®?® En la actualidad esta metodologia
solo tiene utilidad para estudios epidemioldgicos y de investigacion en
Micologia basica.
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1.4 Cladophialophora carrionii, aspectos
micoldgicos.

Los aspectos micoldgicos de C. carrionii deberian ser contemplados en
la seccidon correspondiente a Cromoblastomicosis. Sin embargo, debido
a que este trabajo se centra en el estudio de una cepa en particular de
esta especie, se le dedicara un apartado especial.

Los diferentes nombres que ha tenido este hongo desde su primera
descripcidn son Fonsecaea pedrosoi var. Cladosporium por Simson,
1946; Fonsecaea cladosporium por Powell, 1952; Cladophialophora
ajelloi por Borelli en 1980%

Es importante mencionar que C. carrionif forma parte de un conjunto
de hongos dematiaceos productores de cromoblastomicosis, los cuales
estan genéticamente muy relacionados debido a que su forma
parasitaria de todos ellos es indistinguible, ademds, bajo diferentes
medios, todos ellos comparten la capacidad de producir fidlides con
fialoconidias en su fase saprofita®

Fue Borelli en 1980® quién estudi® una cepa de un agente de
cromoblastomicosis proveniente de Uganda, el hongo produjo
numerosas fialides con collaretes ademas de las estructuras tipicas del
género Cladosporium. En base en estas observaciones, él establecio el
nuevo género llamado Cladophialophoray a la cepa en estudio la llamo
Cladophialophora ajelloi. Honbo et al.’®> mas tarde encontraron que
muchas cepas aisladas de C. carrionii producian fialides cuando se
cultivan en medios nutricionalmente deficientes y se encontro
indistinguible de Cladophialophora ajelloi. Estas observaciones forzaron
a Honbo a concluir que C. agjello/i es un sinamorfo de C. carrionii; sin
embargo, las fialides producidas por C. carrionii son inestables y
tienden a perderse durante las resiembras®
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Estudios de biologia molecular basados en RNA ribosomal (rRNA)
comprobaron que C. carrioniiy C. agjelloi tienen secuencias gendmicas
idénticas®® Ademas comprobaron la gran relacién genética entre
C. carrionii y Phialophora verrucosd®?°3%

De Hoog®® publica un extenso estudio sobre la taxonomia de los
hongos patégenos del humano del los géneros Cladosporium 'y
Xylohypha basandose en su fisiologia nutricional. En este estudio,
menciona cuales son las caracteristicas necesarias para que un hongo
quede clasificado dentro del género Cladophialophord®® Dichas
caracteristicas bioquimicas y fisiologicas se resumen en la tabla 7:

Pe}f—i'lmgioquimico y ﬁ5|olog|co del :
género Cladophialophord®® |
“Asimilacion 'Lactosa, nitrato,  creatina, |
: . creatinina, etanol
'Fermentacion de carbohidratos Negativo |
Ciclohexamida 1% | Resistente I
‘Ureasa ) Positivo - ,
Produccion de sust. amiloideas Negativo S
_:Hidrélisis de gelatina g Negativo - )
Desarrollo  en medio con| Negativo
. >10%Nacl

TABLA 7. Perfil bioquimico v fisioldgico del género Cladophialophora ®®

A la fecha, no ha sido encontrada la fase perfecta, telomorfa, de
Cladophialophora carrionij, sin embargo estudios de rRNA han
demostrado que el ascomiceto Capronia pilosella comparte hasta un
96% de secuencia genomica con Cladophialophora carrionii. Ca.
pilosella también es un hongo dematidceo, que produce conidas
catenuladas, su perfil bioquimico y fisioldgico es muy similar al de
Cladophialophora carriondi, por lo que se llega a la conclusion que es su
estado telomorfo?83%
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Los agentes etioldgicos de la cromoblastomicosis, estan relacionados
con varios climas. El género Fonsecaea se asocia principalmente a
climas tropicales y subtropicales, sin embargo Cladophialophora
carrionif, se encuentra relacionado con zonas aridas y secas. Existen
reportes del aislamiento del hongo en Venezuela, Africa del sur,
Australia y existe un solo reporte de su aislamiento en México®® Existe
un estudio sobre el aislamiento de Cladophialophora carrionii a partir
de vegetacion xerdfila y de cactaceas. En el tejido de estas plantas, el
hongo se encuentra formando estructuras muy parecidas a las células

fumagoides"?

Cuando C. carrionii es cultivado en agar Sabouraud e incubado a 25°C
se obtienen colonias de tamaiio limitado entre 4-6cm de diametro con
bordes regulares. Al termino de 3 a 4 semanas. Las colonias son de
color verde oliva muy obscuro o hasta negras, con un pigmento
dematiaceo poco difusible al medio(Fig. 6)

Microscopicamente produce cadenas largas y ramificadas de conidias
blasticas-acréopetas (disposicion en  Cladosporium), sobre un
conidiéforo poco diferenciados o en la parte apical de la hifa. Las
conidias son elipticas su tamano varia de 2-4 ym por 3 a 6 um
(Fig 7)Muchas cepas aisladas de C. carrionii producian fidlides
cuando se cultivan en medios nutricionalmente deficientes como
lactrimel o harina de maiz. Estas fidlides, son producidas a partir de
conidias intercalares o terminales de las cadenas del c/adosporium, las
fialoconidias producidas por estas estructuras son hialinas, lisas,
subglobosas a elipticas de 1.5 — 2.0 um de ancho y de 2.0 — 3.0 um
de largo, y se encuentran acumuladas en la punta de la fidlide en
forma botriosa (racimos)®

(1-3)

Es muy importante diferenciar C. carrion/i de las especies saprobias de
Cladosporium sp. y de Cladophialophora bantianum y Cladosporium
trichoides, agentes etioldgicos de feohifomicosis. En la tabla 8 se
encuentra las principales diferencias fisioldgicas y morfoldgicas!!3:28:30
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O . -]
- bantianum trichoides carrionii Sp.
Cadenade conidios | 5al0  |8a25 ~ |B8al6 134

por7al7 um

diferenciado

Conidioforo poco |

_j4-18 um

3-7 um
Produccion de fialides

-Comportamiento 'T.0: 30°C T.0: 37°C T.0: 30°C T.0:25°%
Térmico Crecea 14°C | Desarrollo a 42-43°C| > 37°C crecimiento|

>37°C muy lento.

‘crecimiento  muy |

lento. : | : ;
Respuesta a  la| Resistente ‘Resistente Resistente Sensible |
Ciclohexamida ;
Hidrdlisis de 'Negativo ‘Negativo Negativo Positivo
Caseina ‘ ;
Hidrolisis de Negativo Negativo Negativo Positivo
Gelatina
Afinidad por tejido | Neurotrpico | Neurotrdpico | Dermotrdpico | Ninguno |
Conidiacion Conidias de 4 -6 Conidias de 2-4 por| Conidias de 2- 4 por| Conidias de

2-4 por 4-5|
pum '

-39

Tabla 8: Criterios de diferenciacién entre C. trichoides, C. bantianum. C. carrionii y Cladosporium sp.



1.5 Cromoblastomicosis.

Definicion.

Es una micosis de curso cronico que presenta lesiones verrugosas,
afecta la piel y tejido subcutaneo producida por un grupo de hongos
dematiaceos pertenecientes a los géneros Fonsecaea, Phialophora, y
Cladophialophora, que en tejido presentan una forma parasitaria de
células redondas de pared gruesa, color ocre que pueden
encontrarse solas o agrupadas y a veces septadas!!™¥

También es conocida con el nombre de dermatitis verrugosa,
enfermedad de Fonseca.

Epidemiologia.

Predomina en regiones tropicales y subtropicales de América y Africa.
En Ameérica los paises con zonas altamente endémicas son Brasil, Costa
Rica, Cuba, Centro América, Venezuela, México ( zona de la Huasteca,
sur de Veracruz, Tabasco, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan) )

Esta enfermedad se presenta con mayor frecuencia entre los 30 y 50
anos de edad, con una preferencia en el sexo masculino de 4:1.La
principal ocupacion relacionada son las labores de campo donde sé
esta en contacto con lodo, madera, detritus vegetal!'™

Etiopatogenia.

Al igual que en las otras micosis subcutaneas, la cromoblastomicosis se
inicia por un traumatismo con material contaminado con conidias e
hifas del hongo, de esta manera alcanza el tejido cutdneo que es
donde se establece y se formaran las formas parasitarias llamadas
células fumagoides(Fig. 8)>

Esta micosis es producida por un grupo de hongos negros. Las
especies mas frecuentes son: (- 19
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AGENTE ETIOLOGICO CLIMA RELACIONADO.

Fonse&éé;bédfosbi Tropical-Subtropical.

Especie mas frecuentemente

aislada en_México.

Fonsecaea compacta Tropical-Subtropical.
Rhinocladiella aquaspersa | Tropical-Subtropical. |
Wangiella dermatitidis -~ Tropical-Subtropical.
f Phialophora verrucosa ~ Templado.
Cladophialophora carrioni | Arido-cdlido |

Aspectos clinicos.

La regidon anatomica mas afectada son las extremidades inferiores,
seguida de las superiores y en mucho menor frecuencia en tronco.

La primera lesion se presenta en el sitio donde ocurrid el traumatismo,
al comienzo es una lesién pequeiia, elevada, eritematosa, con papulas
no pruriginosas. Con frecuencia las lesiones son escamosas. Con el
tiempo, meses o afos, las lesiones toman una distribucion siguiendo
trayectos linfaticos locales, con frecuencia se elevan de 2 -4mm sobre
la superficie de la piel y son hipertréficas, con superficie escamosa,
opacas, ulceradas, y costras hematicas. En este grado, las lesiones
por lo general ya cubren regiones de varios centimetros, las lesiones
verrugosas toman el aspecto de “colifor”, o son planas y superficiales
como placas de psoriasis. Estas lesiones con la cronicidad van dejando
zonas cicatrizantes, acromiantes y atroficas(Fig. 5)(42
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Diagnostico de laboratorio.

Tanto en el examen directo como en la histologia se pueden encontrar
facilmente las estructuras parasitarias que confirman el diagndstico,
pero es importante realizar cultivos para identificar la especie.

Examen directo: En las muestras obtenidas de las lesiones escamosas,
principalmente de los puntos negros, aclaradas con KOH 20%, se
observa la forma parasitaria del agente etioldgico, las células
fumagoides, células color café, redondas u ovales de 4 a 12 um, de
pared gruesa de doble vista, a veces divididas por septos, pueden
encontrarse solas o en grupo. Si la muestra es de una zona muy
superficial, las células fumagoides pueden encontrarse produciendo
hifas dematiaceas, anchas y tabicadas. Todos los agentes etioldgicos
de cromoblastomicosis presentan la misma forma parasitaria. La
presencia de las células fumagoides es patognomodnico de la
enfermedad*)(Fig. 8)

Cultivos: Pueden ser cultivados en medio de Sabouraud y micosel
Desarrollan bien a 25°C y tardan entre 3 y 4 semanas para la
obtencién de cultivos maduros. Las colonias de los diversos agentes
etioldgicos son muy parecidas entre si, son aterciopeladas, cubiertas
por vello blanco, color verde olivo a negro y con pigmento dematiaceo
difusible al medio. Por esta razon, la identificacion en forma rutinaria
se realiza por la micromorfologia, estructuras de reproduccién y
procesos de conidiogénesis'?(Fig. 6)

Biopsia: Es caracteristico de la cromoblastomicosis presencia de
hiperplasia pseudoepiteliomatosa al nivel de la epidermis, ademas de
hiperqueratosis, espongiosis, acantosis y paraqueratosis. La acantosis
parece ser una respuesta celular a los hongos contenidos en los
microabscesos y se ha denominado eliminacién transepitelial>'? al
nivel de la dermis, desde superficial hasta profunda se encuentran
infiltrados compuestos de una mezcla de histiocitos, células gigantes,
linfocitos, plasmocitos y algunos netutrofilos, formando granulomas
tuberculoides, donde al centro se encuentran las células fumagoides.
También hay presencia de fibrosis*>?*)(Fig. 8)
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Tratamiento.

Los casos iniciales o las| esiones muy limitadas tienen muy buena
respuesta a la escisidon quirdrgica, con un amplio rango de tejido sano.

Respecto a los antifingicos, existen respuestas bajas y muy variables.
El antifungico con mayor eficacia reportada es la 5-fluorocitosina a
dosis de 50-150 mg /Kg dia dividido en 4 dosis. Para casos con
lesiones muy extensas, la combinacion con anfotericina-B intravenosa
da resultados muy exitosos. El inconveniente, es la falta de 5-

fluorocitosina en México®®

Entre los antifungicos azolicos, el Itraconzaol, tiene resultados muy
variables. Se ha observado que las cepas de C. carrionii son mas
sensibles que las especies de Fonsecaea pedrosoi. Con otros
medicamentos como fluconazol y terbinafina no existe amplia
experiencia con su uso.

Micologia de los agentes etioldgicos.

Indiscutiblemente, los principales agentes de la cromoblastomicosis
estan muy cercanamente relacionados, debido a que sus formas
parasitarias son indistinguibles y comparten la capacidad para formar
fialoconidias en su estado saprobio®®

Como ya fue mencionado, las caracteristicas macroscopicas de las
colonias de los diversos agentes etiologicos de cromoblastomicosis, son
todas muy similares y se describen como colonias de lento crecimiento,
desarrollo entre 30 y 37°C, de aspecto velloso de color verde oliva
oscura, pardas o negras, con el crecimiento de un vello gris en la
superficie y con pigmento negro difusible al medio'*™* Por lo tanto, sélo
seran descritas las caracteristicas micromorfoldgicas, particulares de
cada especie.
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Phialophora verrucosa: La Unica forma de reproduccion es por
fidlides de 3 -4 um por 4-7 um, con collaretes. Estas estructuras se
localizan en forma lateral o en la parte apical de la hifa. Los
fialoconidias redondas de 1-3 um de diametro. Son producidas en
sucesion, pero no se presentan catenuladas, estan rodeados de una
sustancia adhesiva, de modo que se forman cuamulos en el collarete de

la fidlide!* (Fig.9)

Cladophialophora carrionii: Todo lo correspondiente a los aspectos
micoldgicos de esta especie son tratados en el apartado 1.4(Fig. 7)

Rhinocladiella aquaspersa: Produce conidioforos de pared delgada
y bien definida, erectos, produce conidias solamente en la parte
superior. La conidiogénesis es progresiva-simpodial (las conidias
crecen alternadas a ambos lados de la célula conidiégena, la cual crece
y se arquea con cada conidiacion) Las conidias son elipticas de 2 -5um
color café palido, las cuales se pueden presentar en cumulos alrededor
de la célula conidiégena™> (Fig.9)

Fonsecaea pedrosoi. Presenta los tres tipos de conidiacion, de los
tres agentes anteriores, en forma de Cladosporium, Rhinocladiellay
por fidlides. La disposicion en Cladosporium presentada por las
especies del género Fonsecaea es de cadenas muy cortas. Aunque
practicamente todos las cepas aisladas de Fonsecaea pedrosoi
producen fidlides, éstas se encuentran en poca cantidad y tlenden a
perderse durante las resiembras*® (Fig.9)
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Estudios bioldgicos sobre el dimorfismo de los agentes
de la cromoblastomicosis.

La fase parasitaria de todos estos hongos son practicamente la misa,
las células fumagoides, células color café, redondas u ovales de 4 a 12
um, de pared gruesa de doble vista, a veces divididas por septos,
pueden encontrarse solas 0 en grupo. Es importante mencionar que
estas células no se reproducen por gemacion, como las levaduras, mas
bien se dividen por fisién binaria y tienen un crecimiento isotrépico "
4'13'14)(Fig.8)

La cromoblastomicosis es un padecimiento crénico, y las células
fumagoides forman verdaderos granulomas tuberculoides, los cuales
producen un medio acido, anaerobiosis y fibrosis, condiciones muy
adversas para el desarrollo de cualquier microorganismo, sin embargo,
las células fumagoides tienen la capacidad de crecer en estas
condiciones por largos periodos de tiempo®

Estos fenotipos reducidos, pueden empezar a formarse a partir de
cualquier parte de la hifa (lateral o apical), la formacion involucra el
alargamiento gradual del septo para formar cuerpos ovoides de 8-
15um. La pared en un inicio es delgada y se engruesa con el tiempo.
En un inicio son unicelulares, posteriormente se forman septos®

Con el fin de estudiar las condiciones en las cuales se producen las
células fumagoides, se han realizado muchos estudios /7 vitro, no han
sido muy concluyentes, pero si se sabe que el dimorfismo de estos
agentes esta en funcion del pH, nutrimentos y oligoelementos. La
ausencia de Mn?*, el medio fuertemente acido (pH 2.5-4) son
condiciones que favorecen el desarrollo de Ilas estructuras
parasitarias®'%
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FIG. 6 Colonia de C. carrionii, FIG. 7 C. carrionii , se observan las hifas dematiaceas

agar Sabouraud, 15d, 25°C. y septadas, también se aprecian las microconidas en
cadena larga vy la forma eliptica de éstas (40x)

FIG. 8 Células fumagoides en tejido, FIG. 9 Tres de los principales agentes etioldgicos
forma parasitaria de los agentes de la de cromoblastomicosis (A) F. pedroso,
J cromoblastomicosis (B)P. verrucosa, (C) R. aguaespersa.
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1.6 Feohifomicosis.

Generalidades.

El término de feohifomicosis fue introducido por Ajello*® en 1974, para
describir las infecciones de naturaleza cutanea, subcutanea vy
sistémicas causadas por un amplio grupo de hifomicetos, que
desarrollan en tejido elementos miceliales de pared obscura,
dematiaceos y septados{'®

La feohifomicosis, puede ser dividida basandose en el tejido
involucrado, de esta manera tenemos a las superficiales: tifia negra,
onicomicosis, piedra negra, subcutaneas: invasion a tejido celular
subcutaneo, y sistémicas en forma de abscesos pulmonares y
cerebrales*>'®)Sin embargo, bajo el término de feohifomicosis se
consideran sélo los casos subcutaneos y sistémicos® Es considerada
una micosis oportunista‘’>

Etiologia.

Los agentes etioldgicos de la feohifomicosis, incluyen una gran lista de
hongos que tienen en comun la produccién de melanina en la pared
celular del hongo, tanto en el cultivo como en el tejido del
hospedero®

Considerando sdlo los casos subcutaneos vy sistémicos, la lista de
agentes causales incluye cerca de 60 especies, incluidas en 28 géneros
diferentes, siendo de los mas importantes Cladosporium,
Cladophialophora, Alternaria, Curvularia, Exophiala, Lecythophora,
Nigrospora, Phialophora, Scytalidium, Ulocladium, etc.

Estos hongos muy frecuentemente son aislados del ambiente,

presentes en lodos, madera, asociados a plantas. Otros son aislados
del aire(**1%
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Epidemiologia.

La feohifomicosis subcutanea tiene distribuciéon mundial, se presenta
en lugares de clima tropical, subtropical y templado ®Los pacientes en
general presentan alguna enfermedad debilitante o inmunodeficiencia.
Los pacientes sanos, presentan una historia de exposicion prolongada
por afios en el habitat de los agentes etiolégicos®El hongo mas
relacionado con esta variedad clinica es Exophiala jeanselmei. La via de
entrada es la inoculacién traumatica con materiales contaminados con

el hongo®

La variedad cerebral, también tiene ha sido reportada en casi todo el
mundo. Los agentes etioldgicos mas frecuentes son

Cladosporium trichoides, C. bantianum, E. dermatitidis Existe evidencia
de que la via de entrada de C. trichoides es por inhalacion®

En ambas enfermedades, no existe influencia racial ni de sexo. Han
sido reportadas en todas las edades, predominando la tercera y quinta
década de la vida®*®

Feohifomicosis del Sistema Nervioso Central.

Los sintomas que presenta el paciente son compatibles con absceso
cerebral bacteriano, como dolor de cabeza con duracion de semanas o
meses, seguido por convulsiones, signos neurolégicos. En forma mas
crénica se presenta letargo, confusion, estupor y finalmente coma®

Las lesiones en la corteza cerebral pueden ser Unicas y algunas
encapsuladas o multiples y menos circunscritas. La localizacién mas
comun es frontal o lateral. El centro de la lesidn es necrético, los
elementos flingicos estan presentes en el pus verde amarillento. En
tinciones de H&E se encuentran en forma abundante las hifas de color
café claro, septadas, a veces ramificadas, solitarias o en grupo. La
respuesta inflamatoria es tanto pidgena como granulomatosa.
Predominan neutrofilos en areas necréticas, también hay presencia de
células gigantes que en ocasiones contienen segmentos de hifas.
Alrededor de las areas necréticas estan los linfocitos e histiocitos.
Puede estar presente una capsula fibrética.
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-La cirugia es la mejor opcidn terapéutica. La extraccion quirurgica de
las lesiones bien localizadas ha resultado con buen resultado en largo.
plazo, al contrario de cuando no es retirada completamente la
lesiént

Feohifomicosis Subcutanea.

Las lesiones iniciales son pequeias, las cuales se van agrandado, se
fusionan y forman una sola cavidad. Con el tiempo, una banda
periférica de tejido fibroso, rodea el absceso formando el llamado
qguiste. En general la epidermis, no se afecta, las lesiones permanecen
pegadas a la piel y no invaden ni musculo, ni hueso. Las lesiones
permanecen muy localizadas y la inflamacion local es de bajo grado, la
diseminacion linfatica y hematdgena es rara. El promedio de las
lesiones encapsuladas es de 8mm® La principal localizacién son las
extremidades, seguidas de cuello, cara y espalda.

La mayoria de las lesiones tienen abscesos fusionados o solitarios, en
el centro estdn formados por neutrofilos y una banda periférica de
tejido fibroso. Los margenes de estos abscesos y la totalidad del
granuloma esta compuesto de células gigantes, epitelioides, histiocitos,
plasmocitos y linfocitos. Los elementos fungicos son encontrados
predominantemente en o junto a las areas purulentas, como hifas
dematiaceas, septadas y en ocasiones ramificadas, algunas veces los
hongos son encontrados en grupos de hifas en el pus, estos agregados
no son tan densos como los granos del micetoma. En muchas
ocasiones, en la lesion se encuentran las espinas o artefactos que
produjeron la inoculacién del hongo ©)(Fig.10)

Definitivamente la escision quirdrgica es la mejor opcion terapéutic a.
En lesiones localizadas se prefiere la extirpacion quirurgica o el uso de
criocirugia, 5-fluorocitosina, anfotericina B, o los derivados azdlicos. En
los casos recalcitrantes se ha empleado itraconazol a dosis y tiempos
muy variados( 50-600 mg/dia, por 1 a 48 meses) con respuestas
variables. El tiempo de los tratamientos se encontrara determinado por
el grado de inmunocompromiso, el sitio y la extension de la afeccién y
agente causal®>1%
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Micologia de los principales agentes etiologicos.

La muestra mas importante para la realizacion del cultivo, es la
debridacion quirdrgica, los agentes etioldgicos no han sido aislados de
algun otro fluido biolégico como liquido cefalorraquideo, esputo, etc.
Los cultivos se realizan en agar de Sabouraud, extracto de malta o
papa dextrosa, la incubacién se realiza a 30°-37°C por 10 a 20 dias®

Cladosporium bantianum: La colonia es de color negro con textura
aterciopelada. En la micromorfologia, C. bantianum produce conidias
lisas de color café, elipticas que miden en promedio de 4.6 por 10 um,
dispuestas en cadenas, las cuales tienen muy pocas ramificaciones y
son producidas directamente de la punta o parte lateral de la hifa, o
sobre conididforos, los cuales estan muy poco diferenciados. Las
cadenas de conidias generalmente estan formadas por 5 a 10 conidias,
pero hay pocas cadenas de mas de 20 conidias®®

Cladosporium trichoides. Un antiguo nombre de este hongo es
Xylohypha bantiana. Sin embargo, estudios recientes de Xy/ohypha
nigrescens, han demostrado que esta especie no produce hifas
dematiaceas y estudios de microscopia electrénica muestras
diferencias en la conidiogénesis entre X. nigrescens y C. trichoides™

El hongo desarrolla mejor cultivado en agar papa-dextrosa o extracto
de malta a 25°C, crece en promedio en tres semanas. Es resistente a
la ciclohexamida. El color de la colonia varia de gris -oliva a café o
verde muy obscuro, la superficie de la colonia es aterciopelada, y
puede(3<)3 no presentar pliegues en el centro. El reverso de la colonia es
negro

Respecto a sus estructuras de reproduccion, C. trhicoides, produce
cadenas de conidias principalmente largas y ramificadas sobre
conididforos pobremente diferenciados. Generalmente las cadenas de
conidias se producen directamente de la punta o la parte lateral de la
hifa.El ancho de la conidia dentro de la misma cadena es muy
uniforme. Conidias maduras se muestran café palido, miden de 2- 4
um de ancho y entre 4 y 18 um de longitud, varia dependiendo de la
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posicion de la cadena. Las primeras conidias proximales al conidiéforo,
son frecuentemente varias veces mas largas que las conidias distales
del conidioforo. Las conidias son unicelulares y alargadas, elipticas con
una base truncada. El numero de conidias por cadena varia de 4 a 40,
pero generalmente se encuentra entre 8 y 25

Las caracteristicas diferenciales entre estas dos lltimas especies y
Cladophialophora carrionif se encuentran en el aparatado 1.4

Exophiala janselmei. En los primoaislamientos, las colonias son
negras y viscosas con muchas ceélulas levaduriformes, que se
encuentran gemando, presentan anelaciones. En estas colonias
levaduriformes, se pueden encontrar cumulos de conidias en forma
botriosa que salen directamente de la hifa. Esta fase del hongo se
llama Phaeoannelomyces elegans. La colonia con el tiempo
gradualmente se expande y se vuelve micelial y se cubre con hifas
aéreas con apariencia aterciopelada.

Las hifas son septadas, lisas, de color café y producen conidiéforos
ramificados en forma lateral o en la punta de la hifa. La célula
conididgena es café, cilindrica con anélides. Las conidias son
unicelulares, lisas, hialinas, de forma eliptica a cilindricas y miden de 1-
3 por 1-6 um, forman agregaciones en masa que tienden hacia abajo
del conididforo o de la hifa®® Esta especie es indistinguible
morfoldgicamente vy fisioldgicamente de £. gougerotii(Fig.1)

51



Exophiala dermatitidis. Los primo-aislamientos producen colonias
negras, hiimedas y viscosas. Los sub-cultivos producen colonias con
hifas aéreas. En las colonias viscosas predominan las células
levaduriformes gemantes. Los aislamientos primarios pueden producir
fialides con collaretes tipo  Phialophora. Cuando ya es producido el
micelio aéreo, las células levaduriformes disminuyen, se encuentran
conidioforos tipo Cladosporium. Los conididforos frecuentemente
aparecen cadenas de células alargadas. Las conidias se acumulan
cerca del extremo de la célula conididgena. Esta especie, tiene la
capacidad de crecer a 40°C*® (Fig 10)

Exophiala spinifera: Al inicio es una colonia negra, humeda,
levaduriforme, crece bien a 30°C. Se observan células gemantes de
2.5- 3.5 por 3- 6 um y cadenas de levaduras predominantemente, se
producen muy pocas hifas, las cuales van predominando con el tiempo.

Los conididforos son muy largos de 35 a 60 um, son simples o
ramificados, obscuros, rigidos y lisos, recuerdan la imagen de una
espina. Las células conidiégenas presentan anelaciones, miden de 1.6-
2.7 por 5-12um. Las conidias son unicelulares, de forma ovales a
elipticas, hialinas, lisas y miden de 1 -3 por 2-4 um, se agregan en
masas en forma esférica en la punta del conidiéforo®®

Phialophora richardsiae. Crece rapidamente en agar de Sabouraud
a 30°C. El color de la colonia varia del pardo -oliva al pardo -grisaceo,
con zonas concéntricas. Conforme las colonias maduran, producen un
pigmento pardo difusible. La superficie de la colonia es lanosa con
hifas aéreas cortas. En un inicio el micelio es hialino, pero a los 3 a 4
dias se pigmenta café obscuro®

Las células conididgenas son fidlides y tienen una gran variedad de
tamano y morfologia. Las fidlides son producidas directamente de la
hifa, miden de 1-3 um de ancho por la base y de 2 -30 um de largo,
con una punta muy angosta. Las fidlides simples producen fialoconidias
incoloras de pared delgada, elipticas de 1 -2 por 2-4 um, y las fidlides
con collaretes producen conidias esféricas de 2.5 —3.0 um de diametro,
de color café*® (Fig. 10)
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1.7 Produccion experimental de cromo y
feohifomicosis.

Uno de los principales motivos para realizar produccion experimental
de cromoblastomicosis y feohifomicosis es realizar ensayos con
antimicadticos, ya que varios de los hongos involucrados son resistentes
o insensibles a los antimicéticos de uso comun y los estudios /n vivo
ofrecen resultados mas confiables que los estudios /i vitro, ya que en
estos Ultimos no son tomados en cuenta los factores del hospedero
(inmunidad, penetracion del medicamento, etc) Otros motivos son
estudiar aspectos bioldgicos del dimorfismo de los hongos, o el estudio
de la etiopatogenia de estas enfermedades®?

El estudio modelo para la produccion experimental de
cromoblastomicosis fue realizado por Borrelli ¢ en 1972, reporté que
inoculaciones intraperitoneales de C. carrionii y F. pedroso/ en ratones
recién nacidos (una semana de edad) pueden producir nddulos negros
en la cola, articulaciones, escroto o cara después de un mes de la
inoculacion. Algunos nddulos pueden ulcerar mas tarde y curar lenta y
espontaneamente. Los exudados de estos nddulos contienen las
células fumagoides. La inoculacion intravenosa de conidias de F
pedroso/ pueden producir una variedad de lesiones y ocasionalmente
infeccion sistémica®

Kwon-Chung®  concluye que las ratas y ratones adultos
inmunocompetentes, son en la mayoria de los casos susceptibles a
infeccion experimental, pero cuando se inocula la suspension de
conidias resulta soélo en la formacion de abscesos, y las lesiones
cronicas, verrugosas o papilomatosas, usualmente no llegan a ser
producidas debido a que el absceso rompe espontdneamente y cura®®

Respecto a la feohifomicosis, existe un nimero mayor de trabajos
exitosos en la produccion experimental de la enfermedad tanto
cutanea como sistémica. En la mayoria de ellos el factor comiun fue
trabajar con animales con alguna inmunosupresion, hecho que
confirma el caracter oportunista de la feohifomicosis ?? A manera de

53

L e v r—r— e e



ejemplo, se presenta el resumen de dos trabajos en donde se trabajo
con C trichoidesy C. bantianum

Nishimura y Miyaji®® produjeron feohifomicosis por inoculacion
intravenosa de un indculo de conidias de Cladosporium trichoides en
una concentracion 1.0%, en ratones atimicos nu/nu comparados
contra heterocigotos 7u/+ y BALB/c eutimicos +/+. Al término de 30
dias fueron encontradas lesiones fungicas en cerebro, los ratones
homocigotos atimicos nu/nu fueron los mas susceptibles. La forma
parasitaria del hongo en el cerebro fue de hifas delgadas, septadas,
pigmentadas, que presentaron un infiltrado de polimorfonucleares®®?

Maheswari®® utilizé6 una cepa de un hongo negro aislada de una lesion
cutanea de un paciente. La cepa fue tipificada como C. bantianum, se
prepararon in6culos del hongo y fueron inoculados en ratones por via
intravenosa y en conejos en forma subcutanea. En los primeros, causo
enfermedad sistémica produciendo la muerte de los ratones en menos
de 20 dias y la cepa fue recobrada y observada en higado, bazo,
rinones y pulmones en forma de hifas septadas, ramificadas vy
dematiaceas. En el ensayo subcutaneo, alrededor del sitio de
inoculacién se produjeron lesiones, de las cuales se observaron
filamentos dematidceos y células esféricas en grupos. Se produjo
diseminacion ya que en el conejo el hongo fue observado en bazo y
cerebro(®
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1.8 Justificacion del tratamiento
inmunosupresor.

En los apartados correspondientes a la produccion experimental de
micetoma, cromoblastomicosis y feohifomicosis, fue mencionado que
en varios modelos experimentales se trabajaban con ratones
inmunosuprimidos para lograr la reproduccion de las enfermedades. En
algunos estudios la inmunosupresion fue lograda con la administracion
de hidrocortisona, y en otros estudios utilizando ratones atimicos
homocigotos nu/nu o heterocigotos nuy/A+7811:23-23)

En el ensayo A de este trabajo, el tratamiento inmunosupresor fue
hidrocortisona a la dosis correspondiente, 0.5mg/kg de peso, por via
intraperitoneal. En u n inicié se considerd que este tratamiento podria
ser suficiente para lograr la enfermedad, sin embargo como no se
obtuvieron los resultados esperados se optd por cambiar el esquema
de inmunosupresioén.

En los ratones atimicos, se presenta una disminucion en la respuesta
inmune celular especifica mediada por linfocitos T, ya que al no tener
sitio de maduracion, estas células no son funcionales. Segun el trabajo
de E.S Mahgoub?, la produccién de eumicetomas sélo puede ser
logrado en ratones atimicos*® Trabajar con estos ratones es
sumamente dificil, ya que se requieren de areas y equipo estéril,
ademas de estas cepas de ratones no son faciles de conseguir. Por
estos motivos, se tratd de simular con algin medicamento, una
inmunosupresion similar a la de un ratén atimico.

La ciclosporina A fue seleccionada para este ensayo, debido a que este
farmaco disminuye la inmunidad celular mediada por linfocitos T CD4,
al inhibir la sintesis de Interleucina-2 ( IL-2) Citocina necesaria para

activar toda la maquinaria de la inmunidad celular mediada por
linfocitos TG
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El medicamento fue administrado a la dosis mas alta, recomendada
para pacientes de trasplantes, 15mg/kg peso, y fue administrado por
via oral con todas las indicaciones pertinentes“?(Apéndice)

Respecto al uso de terapias inmunosupresoras es necesario tomar en
cuenta los siguientes puntos:

1 La respuesta inmunoldgica primaria inicial se puede suprimir
con mayor facilidad y eficacia que una respuesta
secundaria®®?

2. Existe una mayor probabilidad de que Ila respuesta
inmunoldgica se inhiba con la terapia inmunosupresora, si ésta
comienza antes de la exposicidon al inmundgeno, en vez de
una vez ocurrida ésta®*®

Por dultimo, el Adyuvante Completo de Freund, al contrario de
inmunosuprimir es un inmunoestimulante, que favorece la eliminacion
de los patdgenos. Sin embargo, fue utilizado en el ensayo B para tratar
de reproducir lo reportado por Kameswara(*?
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Capitulo 2:

Objetivos.

OBJETIVO PRIMARIO:

1. Cumplir los postulados de Koch, comprobando la capacidad de
la cepa de C. carrionif en estudio, para producir granos en un modelo
murino.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Estudiar la influencia de la inmunosupresion en el desarrollo
dermotrépico de C. carrionii en un modelo murino.

2. Estandarizacion de un procedimiento para la produccion
experimental de eumicetoma.

3. Estudiar la respuesta histologica del hospedero en contra de
la forma parasitaria producida por C. carrionii.
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Capitulo 3:

Hipotesis.

HIPOTESIS NULA:

Si la inmunosupresion es un factor predisponente en el desarrollo del
micetoma, entonces los ratones con inmunidad deprimida,
desarrollaran mas facil y/o extensamente la formacion de granos.

HIPOTESIS ALTERNA:

La cepa de C. carrion/i bajo las condiciones de inmunosupresion
manejadas en los ratones, tiene la capacidad de producir
cromoblastomicosis, feohifomicosis o puede ser eliminada por el
hospedero.

58




Capitulo 4:
Metodologia.

Obtencidn de la cepa.

La cepa fue obtenida a partir del material filante drenado de las
lesiones fistulosas del paciente. Este material bioldgico fue sometido a
estudios micoldgicos de rutina, examenes directos, cultivos en agar
Sabouraud y micosel y microcultivos en los mismos medios.

Condiciones de cultivo.

Previo a la preparacion del inéculo, se ensayaron las condiciones de
cultivo en las cuales se obtendrian el mayor numero de conidias
viables.

Primero se probaron cuatro medios de cultivo: agar Sabouraud (AS),
medio minimo de esporulacion (MME), Medio harina de Amaranto (MA)
y Medio Borelli (MB) (Ver Apéndice) Una vez seleccionado el medio de
cultivo sdlido, la incubacion se realizé a 28°C por 14 dias para todos
los medios, con la excepcidon del ensayo C para el cual la cepa se
sembrd en cultivo sumergido de caldo Borrelli en una incubadora con
agitacion constante a 18-20rmp, 30°C, en oscuridad por 6 dias, Una
vez terminada la incubacion se filtré el caldo Borelli y se siguid el
mismo procedimiento para la preparacion de los inéculos.
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Preparaciéon de indculos.

Al termino de la incubacion se agregé 15mbL de solucion salina
isotonica (SSI) estéril a cada uno de los tubos, con un aplicador estéril
se removid suavemente la superficie de la colonia para desprender el
mayor nimero de conidias. La suspension obtenida, fue filtrada por 6
capas de gasa estéril para remover restos de agar y agregados
miceliales. El filtrado fue centrifugado a 2,000 rpm por 10 minutos y
resuspendido en SSI estéril, este paso se repitid entre 2 a 4 veces,
hasta obtener un sobrenadante claro. Una vez obtenida una
suspension rica en conidias, se procedid a realizar las siguientes
diluciones: 1x 10!, 1x1072, 1x103, 1x107, 1x10®° y 1x10°%, para
cuantificar las conidias por mililitro.

Esta cuantificacion se realizé en forma manual con ayuda de un
hematocitometro (Ver Apéndice) Una vez cuantificadas las
conidias/mL, se prepararon Suspensiones Conidiales (SC) que tuvieran
las concentraciones indicadas en cada ensayo.

De estas suspensiones fue sembrada una alicuota en agar Sabouraud y
se incubd a 28°C por 72 horas para prueba de pureza (Fig. 11)

Inoculacion en ratones.

A lo largo del este estudio, se realizaron tres diferentes ensayos
basados en lo reportado en la literatura. Para los tres ensayos se utilizo
un lote de 30 ratones machos de peso promedio de 30g cepa cfwil
fueron divididos en veinte para los experimentos y diez para ser
utilizados como controles.

Otro ensayo previo consistid en probar cual es la concentracion minima
efectiva, esto fue evaluado basandose en la respuesta inflamatoria
macroscépica producida por los indculos de diferente concentracion
midiéndose la pata del ratén. Fueron probadas las siguientes
concentraciones:
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Grupo | Concentraciéon l Grupo | Concentracién

C1_ | 3.5x10% conidias/0.02mL | €3 | 1.1 x 105conidias/0.04 mL |
c2 | 2.0x104 conidias/0.04 mL| C4 | 0.8 x 107conidias/0.04mL_|

*Los indculos fueron preparados en SSI e inoculados en cojinete plantar.

©  lie20contod) v | 3050 |
& ] 2030 [ @+ | soes |

Medicidon del proceso inflamatorio macroscépico, posterior a la inoculacién
en la pata del raton.
Incobacién on Rerotit:
*Sotida, 28°C, 14dia.

‘Yumergldo, 19-20rpm,
38°C 6diaw.

Ranlizar dcd n 4 lavades
<con $81 ceniifugande a
290VUrpm por 1V minintes.

Ajustas wl inocule a i»

concentracien
leqy/\
; {
H-néi.v todo en - 40x

condicioncs de -
ESTERILIDAD. Cuantiicar conidias/mlL on

camara de hematecitémetre.

Frueba de pureza, sembdrar en agar ¢eo
Saboraud y micoxel.incubando a 28°C, 72h

Fig. 11 Restimen del procedimiento para la preparacién de los indculos
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Ensayo A: PRODUCCION EXPERIMENTAL DE EUMICETOMA POR
C. carrionii EN RATONES INMUNOSUPRIMIDOS CON
HIDROCORTISONA. '8

Los ratones del ensayo fueron administrados con hidrocortisona
intraperitoneal en una dosis inmunosupresora de 0.5mg/Kg peso.
Tomando en cuenta la equivalencia esteroidea entre prednisona e
hidrocortisona se administré una dosis total de 0.1mg/dia/ratén por 8
dias. Al término del tratamiento inmunosupresor se inocularon los
ratones, previamente anestesiados con vapores de éter, en el cojinete
plantar derecho y utilizando el izquierdo como comparacion.

La concentracion del indculo fue del orden de 10° conidias/0.04mL. Los
ratones controles fueron tratados con SSI, y se les administré el mismo
inoculo.

Durante un periodo de 60 dias los ratones fueron observados
buscando presencia de nédulos, fistulas y drenado de granos, fueron
sacrificados periddicamente para biopsias y cultivos de higado, bazo,
pata.

Ensayo B: PRODUCCION EXPERIMENTAL DE EUMICETOMA
POR INOCULACIONES REPETIDAS DE C. carrionii EN
ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND.®>*>)

Para este ensayo las SC fueron emulsificadas con Adyuvante Completo
de Freund (ACF) (Apéndice), en una proporcion 1:1

o Inoculacion en cojinete plantar:

SC 1.7 x10° conidias -------- 0.02mL x 20 ratones = 0.4 mL
ACF---mmmmmmmm oo oo 0.02mL x 20 ratones = 0.4 mL

Emulsidn: 0.8mL SC + 0.8mL ACF

62

S R et



o Inoculacion intraperitoneal

SC 1.4 x 10° conidias-------- 0.05mL x 20 ratones = 1.0mL
ACF - -0.05mL x 20 ratones = 1.0mL

Emulsion: 2.0mL SC + 2.0 mL ACF

El ACF es una suspension aceitosa por lo que la mezcla fue
resuspendida enérgicamente varias veces con una jeringa, hasta lograr
una sola fase. Se prepard el doble del vol umen total, debido a que la
emulsion resultante es muy dificil de manejar.

De la emulsion final se administréo 0.04mL/ratén y 0.1mL/ratén para
inocular aproximadamente 1.7 x 10° conidias/mL vy 1.4 X10°
conidias/mL, respectivamente.

El esquema de inoculacion fue el siguiente:

'Semanas |o1o 10-18 18-20
20 5 inoculaciones en 13 Inoculacién | 22 Inoculacién
ratones cojinete plantar. _intraperitoneal. | intraperitoneal.
(1 cada 2 semanas)

MONITOREO PERI ODICO.
Los ratones eran examinados y palpados para la busqueda de
nodulos, fistulas y drenado de granos y fueron sacrificados
peridodicamente para biopsia y cultivo de higado, bazo, pata.
Los controles fueron 10 ratones inoculados con la misma
concentracion, pero tratados previamente solo con SSI
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Ensayo C: PRODUCCION EXPERIMENTAL DE EUMICETOMA POR
C. carrionii EN RATONES INMUNOSUPRIMIDOS CON
CICLOSPORINA A.

Bajo las condiciones de cultivo particulares para este ensayo fueron
preparados los siguientes indculos:

a 1.0x 10° conidias/ 0.04mL (cojinete plantar)
o 1.0x10° conidias/ 0.10mL (espalda, subcutanea)

La inmunosupresion se realizé con ciclosporina A oral (Apéndice) a una
dosis de 15mg/Kg peso. Dando como resultado una dosis diaria de
0.5mg/raton dividida en 2 tomas diarias (8:00 y 18:00)

El esquema de inoculacidon y monitoreo fue el siguiente:

" Dias | -2 | 1(indculacién)ﬁ.“;j_&j 2al30 |
20 ratones 0.5mg/ratoén 0.5mg/ratén 0.5mg/ratén,
Ciclosporina diario
A T
20 ratones 1.0x10°
Inoculacion | . conidias/0.04mL.
unica. ' . (cojinete plantar)

. 1.0x10° conidias/
0.10mL (espalda,
subcutanea)

< MONITOREO. ;
Los ratones fueron sacrificados de dos en dos los dias|
-1,3,5,8,12,15,18,22,25,30 para toma de muestra de tejidos de piel, |
pata, bazo, higado, rifion, cerebro, estas muestras eran divididas para |
biopsia y cultivo en agar de Sabouraud y micosel. El grupo de ratones |.
control, fue tratado con agua inyectable oral, e inoculados con la|
_misma _concentracion del inoculo.
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Procesamiento de las biopsias.

Las biopsias de los tejidos fueron realizadas con el procedimiento de
rutina de inclusion en parafina liquida y tincion de rutina de
hematoxilina y eosina (H&E), sdlo en algunas biopsias indicadas se
realizé tincion de Acido Periddico de Schiff (PAS)

En la figura 12 se resume la metodologia de todos los ensayos.
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Estudios micolégicos
(Cultivos, examenes directos)

Lote de 30 ratones
machos, de 38g, cepa
cfwi para cada ensayo

Ciladophialophora carrionii

Ensayos provl&g.

Condiciones de cultivo.

Eff! ;g ii 5!' kg ai Concentracién Minima de Inoculacién.
ﬁmﬂ mi!l :aé! iﬁgm |
nsayo A Ensayo B Ensayo C
Hidrocortisona ACF ciclosporina A
Dosis: 8.img/dia 8 dias Controles: 381
Controles:881 Subcuténea: 1000,0800 conidias

Subcuténa: 1000,0080conidia
Monitoreo: 68 dias.

1

( 5 inoculaciones)
Intraperitoneal: 186,000 conidias

(2 inoculaciones)
Monitoreo: 20 semanas

Dosis: 6.5mg/dia; 32 dias
Controles: $SI
Subcuténea: 1°000,000
conidias
Monitoreo: 30 dias.

Toma de muestra de tejidos:
Biopsia (H&E)

Cultivo (sgar Sabouraud y micosel)




Capitulo 5:

Resultados.

Cepa

El material seropurulento drenado de las lesiones fue estudiado y al
examen directo se observaron varios granos que se describieron como
granos negros macroscopicos Yy fueron observados los elementos

miceliales compactados(Fig. 2)

A partir de los cultivos en Sabouraud, en 15 dias se obtuvo el
desarrollo de una colonia limitada, con apariencia aterciopelada, de
color verde oliva muy oscuro con pigmento negro poco difusible al
medio y de bordes irregulares (Fig. 6) Se le realizd un examen directo
y se observaron hifas macrosifonadas, septadas y dematidaceas. La
cepa presentaba estructuras de reproduccion a través de
microconidias en cadena, en disposicion acropeta, las mas grandes
estaban en la base y las mas chicas en el extremo distal de la cadena,
con mas de 8 conidias por cadena, entre 8 y 14. La conidias eran de
forma eliptica, y las cadenas presentaban pocas ramificaciones.
Basandose en sus caracteristicas macro y microscépicas el hongo fue
tipificado como Cladosporium carrionii. (Fig.7)

La cepa fue estudiada en otros dos laboratorios por separado, por
McGinnis y De Hoog'”, ambos coincidieron en tipificarla como
Cladophialophora carrionfi el cual es el nombre mas correcto de
Cladosporium carrionii

(*)Comunicaciones personales.
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Ensayos previos.

En la tabla 9 se prese ntan los resultados de la produccién de conidias
en cada uno de los medios de cultivo probados:

‘Medio | Promedio (x 10’ Intervalo (x 10’conidias/mL) |
‘ conidias/mL)_

MME | 1.4 | (1.0 - 1.7) |

AS | 2.85 |(255-314) |

MA | 4.42 | (4.18 — 4.66) |

'‘MB | 10.5 ' | (8.20 — 12.80) |

Tabla 9. Resultados del estudio de conidiacion de C. carrionii en 4 medios. MME: Medio
Minimo de Esporulacién, AS: Agar Sabouraud, MA: Medio de Amaranto, MB: Medio Borelli

(Lactrimel)

Conidicacion de C. carrionii en diferentes
medios.

x10 E7
conid/mL

El medio que favorecidé mas la conidiacion de la cepa fue el de Borelli,
por lo que este fue utilizado para preparar los indculos de todos los
ensayos.

En el ensayo C, cuando la cepa fue cultivada en medio sumergido, con
agitacion, a 30°C, se utilizé caldo Borelli. La cantidad de conidias
producidas bajo estas condiciones fue similar (x=12.5X107
conidias/mL); sin embargo, en el cultivo sumergido comenzé un
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desarrollo masivo al tercer dia de incubacion, mucho mas rapido que
en medio sodlido.

El ensayo de Concentracion Minima Efectiva de Inoculacion (CMEI)
arrojo los siguientes resultados, para la inoculacion subcutanea.

Concentracién | Observaciones ]
: 3.5x103 conidias/0.02mL | Proceso inflamatorio inespecifico, que se
': resolvio espontaneamente en 48-36h

. 2.0x10% conidias/0.04 mL | Proceso inflamatorio inespecifico, que se
resolvié espontdneamente en 48-36h
1.1 x 10°conidias/0.04 mL | Proceso inflamatorio con duracién
mayor de 8 dias !
.8 x 107conidias/0.04mL | Proceso inflamatorio con  duracion|;
mayor de 8 dias !

Para que las conidias inoculadas sean capaces de formar estructuras
parasitarias en el hospedero, estas deben tener cierta permanencia en
el tejido, antes de ser eliminadas por el sistema inmune. Basandose en
la duracién del proceso inflamatorio, para la inoculacion en cojinete
plantar se eligid una concentracién del orden de 10° conidias como

CMELI.

En el caso de la inoculacién intraperitoneal con ACF, los indculos de
10° conidias produjeron la muerte de algunos ratones. Para esta via
fueron utilizados indculos del orden de 10° conidias.

Ensayo A: Inmunosupresion con hidrocortisona.

Macroscopicamente se observaron lesiones de color hemato-violaceo,
con zonas de descamacion y puntos negros y aumento de volumen e
induracion tanto por dorso y planta de la pata inoculada. Esto llegé a
su maximo en un termino de 10 dias con un aumento de volumen de
5-7mm, después de los 14 dias el proceso empezaba a involucionar y
para el dia 34 ya las lesiones habian curado, dejando zonas de atrofia

(Fig. 13)

69



Las muestras para biopsia y cultivos fueron tomadas después de mas
de treinta dias post-inoculacion, ya que se espero a observar lesiones
nodulares, fistulizadas, con granos para tomar muestra, las cuales no
aparecieron. Microscopicamente se encontraron proceso inflamatorios
inespecificos y la cepa no se recobré de los cultivos.

Ensayo B: Administracion con Adjuvante Completo de
Freund.

En el transcurso de las diez semanas de inoculacidon subcutanea, el
comportamiento macroscopico fue igual al del ensayo A (Fig. 13), y no
fueron tomadas muestras para examenes micoldgicos ni histoldgicos.

A partir de las inoculaciones intraperitoneales, fueron observados
procesos inflamatorio inespecificos en el higado y diafragma. El hongo
no fue recobrado de ningun tejido.

Ensayo c: Inmunosupresion con Ciclosporina A.

Las lesiones producidas posteriores a la inoculacion fueron muy
similares a las de los otros dos ensayos (Fig. 13) Sin embargo los
cambios microscopicos fueron diferentes y se encuentran resumidos en
la tabla 10.
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e S

H

1
3-5
(4/4 ratones)

_ Dias post-inoculacion

___ Observaciones

Cumulos de conidias inoculadas

Tejido Celular Subcutaneo
( Pata y espalda)
Inicio de la formacion de un infiltrado granulomatoso supurtativo compuesto
por polimorfonucleares, alrededor de las conidias inoculadas

8-15
(6/6 ratones)

Tejido Celular Subcutaneo
( Pata y espalda)
Infiltrado granulomatoso purulento de neutrofilos, linfocitos e histocitos,
presencia de fibrosis y necrosis, al centro del infiltrado se observaban las
conidias.

Higado,Rifidn

(1/4)

~ Infiltrado Linfo e histocitario con polimorfonucleares, presencia con conidias

- Granuloma formado por histioicitos epiteliodes, presencia de células gigantes

Tejido Celular Subcutaneo
( Pata y espalda)

multinucleadas, fibrosis y necrosis. Al centro del granuloma encontr el
desarrollo de hifas septadas, dematiaceas, naciendo directamente de las
conidias.
(Fig. 14)

)

- Granuloma con histiocitos epitelioides, neutrofilos y fibroblastos, presencia de |
- conidias. Se observaron células de Kupffer conteniendo pigmento melaninico.

Higado, Diafragma, Rifién

(2/4)

Tejido Celular Subcutaneo( Pata)
Fragmentos de conidias fagocitadas por histioicitos epitelioides.

Tabla 10: Resultados del monitoreo de los tejidos, correspondiente los ratones inmunosuprimidos con ciclosporina A(pata

y espalda)
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Respecto a la recuperacion de la cepa a partir de los tejidos los
resultados obtenidos estan en la tabla 11.
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" Dias post- Organo Retrocultivo.
: inoculacion (Recuperacion de la
S __cepa)
‘ 1-8 Pata Positivo
Higado, Rifidn Negativo
- _Bazo, Cerebro Negativo
8-18 Pata Positivo
! Higado, Rifon Positivo
.§ . Bazo, Cerebro Negativo
18-22 Pata Negativo
| Higado, Rifion Positivo
f - Bazo, Cerebro Negativo
| 22-30 Pata Negativo
‘ Higado, Rifidn Negativo
: Bazo, Cerebro Negativo

Tabla 11: Recuperacién de la cepa, al sembrar alicuotas de homogenizados de tejido (piel, rifién,
higado, bazo, cerebro) en medio de Sabouraud y micosel, e incubados a 25°C por 2 semanas.
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FIG. 10 (A) Fechifomicosis. Se observa en el tejido la presencia de hifas dematiaceas, cortas y septadas,
ademas de algunas conidias, forma parasitaria de los hongos productores de feohifomicosis. Algunos
agentes etioldgicos de la enfermedad (B) £ dermatitidis, (C) E. janselmei (D) P. richardsiae

Fig. 13 Lesiones experimentales producidas en el cojinete plantar del ratén, debido a la inoculacidn
subcutanea de C. carrionii (Ensayos A, By C)

Fig. 14 Histopatologia de las lesiones producidas en
las ratones del ensayo C. Tejido celular subcutaneo,
que presenta un granuloma inflamatorio compuesto
por neutrdfilos, histiocitos epitelioides, presencia de
células gigantes multinucleadas, fibrosis y necrosis
(Arriba, 10x, PAS) Al centro del granuloma se observa
el desarrollo de hifas septadas, dematiaceas, naciendo
directamente de |as conididas, imagen caracteristica
de una feohifomicosis subcutanea (Derecha, 40x, PAS)



Capitulo 6:

Discusidon de Resultados.

Condiciones de cultivo.

La cepa de Cladophialophora carrionii, produce una mayor conidiacion
cuando es cultivada en medio Borelli, tanto en fase sdlida como el
cultivo sumergido. El medio Borelli es considerado nutricionalmente
pobre, tal vez sea esta tension ambiental la que provoque la mayor
conidiacion de la cepa. Como lo muestran los resultados del ensayo C,
las conidias obtenidas de los cultivos sumergidos, sujetos a agitacion,
incubados a 30°C, en obscuridad, mostraron una mayor virulencia que
las conidias obtenidas de cultivos sdlidos, esto es similar con lo
reportado en la literatura®®

Se demostrdé que la concentracidon minima efectiva de inoculacién por
via subcutdnea fue de orden de 10° conidias. Concentraciones
menores de ésta eran eliminadas por el hospedero entre 48 y 36 h, sin
producir respuesta inflamatoria especifica, ni formas parasitarias
fungicas. Por la via intraperiotoneal las dosis de inoculacion efectivas
estaban en el orden de 10°, concentraciones mayores de 10°
producian muerte instantanea o en 3 horas post-inoculacion en
algunos ratones.

Respecto al ensayo A, es posible que no haya sido bien manejada la
inmunosupresion con hidrocortisona, o esta no fue la adecuada, por lo
que no se formaron elementos fungicos parasitarios. Esto es
compatible con el hecho de que en los ratones controles (no
inmunosuprimidos) tampoco se produjo ninguna estructura parasitaria
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fungica. Sin embargo, también es probable que el proceso no haya
sido monitoreado adecuadamente, ya que las muestras para cultivo y
biopsia fueron tomadas después de treinta dias post-inoculacion,
tiempo en el cual pudieron haberse formado las formas parasitarias del
hongo y los granulomas, y posteriormente tener una resolucion

espontanea.

En lo que respecta al ensayo B, se observaron procesos inflamatorios
inespecificos, llegando a producir zonas de necrosis en la cavidad
peritoneal, esta inflamacion exagerada pudo ser provocada por el
efecto inmunoestimulante propio del Adyuvante Completo de Freund.
Incluso esta inmunidad exagerada pudo haber propiciado la
eliminacion del hongo, por lo cual no produjo formas parasitarias e
incluso ni siquiera fue recobrado en cultivos.

Por ultimo en el ensayo C, se tuvo un mayor cuidado en el monitoreo
del proceso, ademas el in6culo fue preparado en condiciones que
aumentan la virulencia de la cepa. La inmunosupresion empleada fue
mas especifica, ya que la ciclosporina A abate la inmunidad celular
mediada por linfocitos T CD4.

Bajo estas condiciones se lograron obtener formas parasitarias del
hongo en tejido celular subcutaneo presentandose como hifas
septadas, color café claro, estas hifas se encontraban solas y en varios
campos se localizaban formandose a partir de las conidias (Fig. 14)
Esta forma parasitaria no es compatible con granos, dado que las hifas
estaban muy dispersas y no formaban el clasico apelotonamiento de
micelio, por otra parte tampoco correspondia con las células
fumagoides de cromoblastomicosis, ya que las células a partir de las
cudles se estaban formando las hifas no presentaban divisiones
internas, su pared era muy delgada, no presentaba ese doble
contorno, su forma no era esférica sino mas bien eliptica, forma mas
parecida a la conidias inoculadas del hongo; sin embargo, no cabe
duda que después de 18 dias las conidias inoculadas, tuvieron la
capacidad de adaptarse al tejido del hospedero y empezar a
desarrollar las estructuras parasitarias mencionadas, las cuales son
caracteristicas de una feohifomicosis subcutanea.
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A pesar de que el hongo fue encontrado en otros tejidos como higado
y rifdn, este no tuvo la capacidad de parasitarlos y fue eliminado de
éstos sitios. Esto comprueba la caracteristica dermotrdpica de la cepa
de Cladophialophora carrionii y es muy importante mencionar que el
cerebro fue examinado en todos los ratones y nunca fue encontrado
en este tejido, principal caracteristica que diferencia a C. carrionii de C.
bantianum, la cual si es altamente neurotrdpica.

La respuesta histoldgica que se presenté a estas estructuras fangicas,
también es compatible con la respuesta histoldgica en feohifomicosis
reportada en la literatura.

Esta imagen histoldgica sélo fue encontrada en un solo raton del grupo
de inmunosupresion con ciclosporina A. De los controles ningun raton
presenté estas formas parasitarias del hongo.

Cabe mencionar que nuestro lote de trabajo fue de un numero
reducido de individuos (20) y que sdlo eran sacrificados dos ratones en
cada fecha, por lo que no fue posible realizar un analisis estadistico
relacionado con la virulencia de la cepa. Sin embargo, la enf ermedad
fue producida en el 5% (1/20) del lote de ratones inmunosuprimidos,
si se considera que el hongo necesita los dieciocho dias para empezar
a desarrollarse en tejido, entonces sélo en el 12.5% (1/8) de los
animales inoculados se presentaron las estructuras parasitarias del
hongo.
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Capitulo 7:

Conclusiones.

La cepa de Cladophialophora carrionii en estudio fue capaz de
producir una feohifomicosis subcutanea en ratones que recibieron
terapia de inmunosupresion celular.

No se obtuvo la formacion de granos bajo estas condiciones
particulares del estudio, por lo que no fue cumplido el postulado de
Koch, pero si fue reafirmada su afinidad dermotrdpica y capacidad
patégena de la cepa, para producir estructuras parasitarias y despertar
una respuesta inmune celular en el hospedero.

El hecho de haber producido una feohifomicosis subcutanea, por una
cepa de un hongo dematiaceo aislada de un eumicetoma, y que es
mundialmente conocida por ser agente etiolégico de
cromoblastomicosis, tiene respaldo sustentable basandose en las
caracteristicas patoldgicas de  Phialophora verrucosa, un hongo muy
cercano a Cladophialophora carrionfi. Los resultados de este estudio
demuestran la intima relacion que hay en el comportamiento de estas
dos especies de hongos demiatiaceos.

Debido al bajo porcentaje en que se presentaron las estructuras
parasitarias (5%) fue comprobada la baja virulencia de
Cladophialophora carrionii.

Se comprobd que las condiciones de cultivo afectan la virulencia de la
cepa de Cladophialophora carrionii.
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Recomendaciones.

Para realizar futuros ensayos con esta cepa, se recomienda:

e Utilizar cultivos sumergidos de caldo Borelli, con agitacion
constante, 30°C de 5 a 6 dias de incubacion.

e Para inoculacion subcutanea utilizar concentraciones del orden
de 10° conidias por sitio.

e Utilizar ratones inmunosuprimidos, seria interesante probar una
inmunosupresion mielotoxica, para observar los resultados en
ratones neutropénicos.

e Realizar un adecuado monitoreo del proceso, empezando a
sacrificar los ratones desde el tercer dia para toma de biopsia, y
trabajar con un lote mas grande de ratones.

e Por ultimo, también resultaria interesante probar el efecto de la

cronicidad, es decir, a los ratones neutropénicos dar varias
inoculaciones en el transcurso de 2 a 3 meses.
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Apéndice.

I. Medios de cultivo.

Medio Minimo de Esporulacion (MME)

Acetato de Potasio........cviiieiivieinciiiivenieirinnresanneans 10.0g
Extracto de levadura........ccccceiiiiiiiiiciiiiciiiiescccnns 2.5g
DeXtrosa......ccociiviiiiieriiiiirarasteriesteiesionncanans S 1.0g
Vo I | O P averinsessressanee 30.0g
AQUA C.D.P.eeieiiicrrc cecerreneas 1,000mL

Medio Harina de Amaranto (MA)

Harina de amaranto.......cccoicvieiiciiiiiiccriiciccec e 25.0g
(D13 41 1 011 TR LIS 10.0g
2V 1= | P PPN 15.0g
AU C.D.P.cecriiiiicierer e ceereaens 1,000mL

Medio Borelli (MB) o lactrimel.

Harina de trigo.....ccccvieveeieireiiieciencennnes ................. 14.0g

Leche en poIVO........ceiiiieiiieeiiiiniceirr s veeaes 14.0g
Miel de abeja.....ccccccvvvviivveiiiininenennn, etieerereeearenneeetranes 7.0g
¥ 1= | RS 20.0g
2o [UF= o o 8 o TSPt 1,000mL

Estos medio se esterilizan a 110°C por 15 minutos.
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II. Conteo celular en la camara del hematocitometro.

h=0.1mm

1mm

Las células contadas en estos 16 cuadros, se encuentran

contenidas en
un volumen de 0.1 mm?
lem®*=1mL vy 1cm?® = 1,000mm?3
Por lo tanto: 1,000mm? = 1mL
X células ----------- 0.1mm?3
Y células --------- 1,000 mm?

El factor es 1,000/0.1= 10,000=10"

Por lo que el niumero de células contadas en 16 cuadros se
multiplican por 10% y se obtienen células/mL. Por dltimo habria que
multiplicar por el factor de dilucion correspondiente, si éste existe.
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III. Adyuvante Completo de Freund (ACF)

En el area de la Inmunologia, una Adyuvante es una sustancia usada en
combinacion con un antigeno especifico, que producen mas inmunidad que el
antigeno solo.

El ACF es una emulsién de agua en aceite, mayor cantidad de aceite que de
agua, contiene fragmentos de Mycobacterium sp muestos por calor.
La formula clasica, contiene 85% de aceites y 15% de emulsificador.

IV. Ciclosporina A (CyA) oral (SANDIMMUN
NEORAL)

La absorcion de la ciclosporina por via grastrointestinal es variable.
Por esto es muy importante seguir las indicaciones del laboratorio
para su administracion. SANDIMMUN / NEORAL, es
ciclosporina A en una presentacion oral, para lograr una
adecuada absorcion del medicamentose recomienda dividir la dosis
diarias en dos tomas (cada doce horas)La dosis diaria del
medicamento puede ser diluida en agua.

El producto tiene una concentracion de 100mg/mL. La dosis mas
Alta recomendada es de 15mg/Kg peso. La dosis calculada para los
Ratones fue 0.5mg/dia:

15mg----------- 1,0000g

XMg------=-==--=- 30g x = 0.45mg/dia raton
SANDIMMUN/NEORAL.: 100mg------------ imL

XMmMQg---====--== 0.1mL( 100uL)

x=10mg CyA

10 mg/10 mL= 1mg/mL(Soluciéon A)

Por lo tanto cada 1.0 mL de la solucién A contienen 1.0 mg CyA, de
ésta solucion se deben administrar 0.5mL por via oral repartido en
dos dosis (0.25mL 8:00 h y 0.25mL 18:00h)La solucion A se debe
preparar para cada una de las administraciones.
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