7
7

P

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

" IDENTIFICACION, ESTUDIO HISTOPATOLOGI -
CO Y DE PATOGENICIDAD EXPERIMENTAL -~
DZ DOS CEPAS DE MADUROMICOSIS " '

T ESIS

Sustentante:

Dfaz Gonzélez Escamilla Isabel Marina
- Quimico Farmacéutico Biflogo -

1 9835



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I N D1 C E

CONTENIDO PAGINAS
Introduccidn 4 . 5
Objetivos ' 6
Generalidades

Capitulo I

Descripcién del Eumicetoma 7 - 13

Capitulo II
Agentes Etiolégicos del Eumi

cetoma - Clasificacién 14 - 27

Capitulo III
Género Madurella y Criterios

de Clasi]ficacidn 28 ~ 54

Capitulo IV
Parte Préctica

Material y Métodos 55 - 76
Resultados 77 - 106
Conclusiones 107

Bibliograffa | ‘ : 108 - 118

¥ * %

ES



I1 NT R ODUCTC1I ON

De las micosis subcutfneas observadas en nuestro pais, el -
micetoma ocupa el primer lugar por su frecuencia, afecta -
preferentemente el pie y m4s raramente extremidades supe -
riores, tSrax u.otras partes del cuerpo. Ahora se sabe que
el micetoma es un padecimiento escencialmente endémico en
las regiones vecinas al Trépico de Céncer, pero puede exig
tir fuera de esta drea de preferencia, éste trépico atravie-
sa México por su parte media hacia el norte, lo que explica
que en esta nacién los micetomas sean m&s abundantes, aun-

que se les ha encontrado en los demds paises del continente.

Pinoy en 1915, destacé las diferencias entre los dos tipos de
micetoma: los producidos por actinomicetos (bacterias) y -
los causados por hongos verdaderos. En América predomi
nan los actinomicetomas sobre, los eumicitomas, é&stos dlti-

mos parece que sélo son m&s frecuentes en Argentina y en

cambio en México son excepcionales.

La poca frecuencia de; los micetomas causados por hongos
verdaderos nos df un capitulo totalmente obscuro en la mi
cologia médica, donde no se tiene informacién adecuada -
de las formas parasitarias y existe gran discrepancia enla -
literatura entre las caracteristicas y clasificacién de los dis
tintos agentes etiolégicos; hay criterios para dividir a los -

eumicetomas por el color de los granos que producen los di -
ferentes hongos, dividiéndose en dos grupos, los que dan for
mas paragitarias blancas y negras, siendo €stos dltimos los

de mayor confusién.



En éste trabajo se hard un estudio determinativo de dos agen-
tes de eumicetomas de granos negros, para tratar de estudiar
sus diversas propiedades morfolégicas y bioquimicas, su pa -
togenicidad y la sensibilidad que tengan los agentes etioldgi-~ -
cos a diversos fdrmacos 'in vitro", ya que las posibilidades

terapéuticas hasta nuestros dias son propiamente nulas. Con
jugando todos los resultados obtenidos en este estudio,se tra-
tard de llegar a una clasificacién de los agentes etiolégicos y
es por eso que este trabajo puede ser el punto de partida pa-
ra otras inves;igaciones que tiendan a esclarecer el tan confu

so capitulo de los eumicetomas.
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O BJETTIV OS

A partir de los granos obtenidos de dos pacientes lle-

gar al aislamiento de ambos agentes etiol6gicos.

Mediante diferentes técnicas histopatolégicas, estudiar

la estructura y afinidad tintorial de los granos.

Determinar las propiedades morfolégicas, fisiolSgicas

y bioquimicas de los dos agentes etiolégicos.

Determinar la patogenicidad de ambas cepas en anima

les (ratones blancos) en condiciones favorables pam -

la implantacién del hongo, por inoculacién en el coji-

nete plantar.

Determinar la sensibilidad " in vitro " de las dos cg

pas. frente a diferentes f&rmacos.

Conforme a los resultados obtenidos en las investiga-

ciones anteriores, llegar a la clasificacién de log - -

agentes etiolégicos.



GENERALIDADES

CAPITULO I
DESCRIPCION DEL EUMICETOMA



CAPITULO 1

DE'SCR.IPCION DEL EUMICETOMA.

DEFINICION DEL MICETOMA. - !

Es un padecimiento crénico, inflamatorio, indoloro, supura-
tivo, caracterizado por deformacién mas o menos manifiesta
de la regifn afectada, con tendencia a la fistulizacibn eapdn-
tdnea dnica o multiple y la presencia en las lesiones de un -
liquido seropurulento que contiene los 'granos", es decir, -
lag microcolonias que el agente etiolégico (actinomiceto u ~ -
hongo) produce como forma parasitaria, los cuales pueden -
ser visibles a simple vista o por examen microscépico y cu
ya presencia establece el diagnéstico (5,19, 20, 21, 28, 31,
34, 45, 48, 49, 51, 61, 68, 70). ‘

Se caracteriza por:

a) Inflamacién
b) Trayectos fistulosos

c) Granos en el pus..

Por su etiologia el micetoma se clasifica en actinomicético -
y eumicético.  Del primero se han mencionado 6 egpecies -
de actinomicetos (bacterias) causantes y del segundo, aproxi

madamente unas 16 especies de hongos {32, 51, 55, 68)

El tamafio, color, forma, textura y estructura del grano asf
como las dimensiones de las hifas varfan con la especie cau
sante, el color de los granos puede ser negro o amarillo en

el caso del eumicetoma.

Vistos al microscopio, revelan que estdn formados por cimulos
de hifas gruesas, septadas con paredes bien definidas y algunos
con masas de clamidosporas (10, 14, 16, 27, 34,40,50,57,59, 65,
66, 69).



El micetoma asienta con m#s frecuencia en las extremidades
inferiores, preferentemente el pie, pero puede aparecer en -

cualquier otra regién invadiendo los huesos, ocasionalme nte

el pulmén y otras visceras.
SINONIMOS: (11,27,39,68 ).

- Pie de Madura

- Maduromicosis

- Actinomicosis

- Maduromicetoma

- Eumicetoma.



HISTORIA DEL EUMICETOMA. -

Alrededor de 1840 los investigadores de la India observaron
que en ese pais existia una peculiar enfermedad de los pies
en 1842, Gill médico de la ciudad de Madura, informa cier
tas caracteristicas de la enfermedad como son marcadas de
formaciones y fistulas que secretaban liquidos fétidos y con
marcada destruccién de las articulaciones, cartilagos y liga
mentos { 34, 35, 44 ).

Colebrook afirmé en 1846, que ésta enfermedad era designa
da en algunas partes de la India con el nombre de 'Pie de
Madura'’, nombre que ha quédado arraigado en la literatura
médica. ( 13, 16, 34 ).

En 1858, Rustomji hizo notar la presencia en el pus de gra
nos vigsibles sin necesidad de ningin aumento de color ama-
rillo 6 negro { 34, 35, 51 ).

Vandyke Carter en 1860 y 1861, reconoci§ que esos granos
estaban formados por hongos e intrbdujo la palabra "Miceto
ma'' para designar esas tumoraciones inflamatorias micési-
cas de los pies, en las cualea los hongos causantes produ-~

cfan granos evidentes a simple vista. (34, 35,44,51,58).

En 1902, Laveran observando el material obtenido de un ca
so de Micetoma de granos negros estudiado por Brumpt y ~

colaboradores en Djibuti, reconocié que el hongo presente -

era diferente del Streptomyces madurae y lo bautizé con el
v

nombre de Streptothrix mycetomi (13, 16, 35).




Brumpt en 1905, estudiando ese mismo material, consideré -
que el hongo en cuestién no era un Strveptothrix, gno un =« -
Hyphomycete de filamentos gruesos y tabicados, para el cual
cre6 el género Madurella y la especie mycetomi (Laveran --
1902); desgraciadamente, el conocimiento de la especie nueva
y del género fueron incompletos, puesto que dnicamente se -
crearon basdndose en las caracteristicas parasitarias y no -
en las saprofiticas porque no se obtuvieron cultivos. Con -

el mismo criterio Brumpt creé la especie Madurella bovoi -

de un caso observado por P. Bovo en Génova (ltalia), tratdn
dose igualmente de un micetoma con granos negros y filamen

tos macrosgifonados ( 34, 35 ).

Es muy probable que el primer caso por Madurella mycetomi

del cual se obtuvieron cultivos, haya sido observado en los -
Estados Unidos (Massachussets) por Wricht en 1898, é&ste au-
tor describe el desarrollo de colonias vellosas con pigmento
difusible pardo, sin micelio de fructificacién, cuyos caracte -

res corresponden a la especie mencionada ( 35, 44 ).

ElL primer cultivo clasificado como Madurella mycetomi, fué

el obtenido por Brault en 1911, Pinoy asimilé igualmente, al

género Madurella, la Ogspora tozeuri cultivada del material

recogido de un caso de micetoma observado por Nicolle y Pi

noy en 1908 en el casis de Tozeur. El estudio de éstos cul-

tivos dié la oportunidad a Pinoy de modificar la definicién -

del género Madurella y segin Vuillmenin la especie Madurella
mycetomi corresponderfa, .en realidad, al cultivo obtenido por
Brault { 35, 44 ).



En el affo de 1919 se describieron tres nuevas especies de
Madurella correspondientes a observaciones efectuadas en -
regiones muy apartadas, en Africa y Brasil: Madurella ta-
barkae (Blanc y Brun ); Madurella oswaldoi (P.P.Horta) y

Madurella ramiroi  (Piraj4 da Silva). La primera recibié

su nombre de la regién de Tabarka en Tudnez, la segunda -
en homenaje de Oswaldo Cruz, insigne investigador brasile
fio que descubrid el primer caso de micetoma de granos -
negros en Acre ( Brasil ) y la tercera especie fué bautiza
da as{ por Pirajd da Silva en Homenaje al profesotr de cli-
nica médica de Bahfa Cons. Ramio Alfonso Monteiro ( 34,-
35, 51 ). '

Chattergee G.C. obtuvo cultivos sembrando el material ob-
tenido de un paciente con micetoma del pie asistido en el -
Medical College Hospital de Calcuta (India), Las caracte -
risticas del hongo en la vida parasitaria y en la saprofitica
(cultivos), parecen corresponder a los de una Madurella. -
{ 35, 58 ).

En 1927 Gammel describié dos nuevas especies: Madurella

americana y Madurella ikedae, ‘obtenidas de casos nortea -

mericanos; dos afios después, Gastaminza cre6 la especie -

Madurella rifanum que tal vez no pueda ser considerada co

mo una especie vilida puesto que &éste autor no cultivé el -
hongo, ( 35, 58 ).

En 1935 G.W. Dodge creé la nueva combinacién de Madure
lla_algiris para el hongo cultivado por Brault y Masselot -

en 1911 que anteriormente habfa sido clasificado por Pinoy
y Vuillemin como Madurella mycctomi (35, 58)




En 1938 Hanan y Zuret bautizaron con el nombre de Madurella
lackawanna al hongo obtenido de un caso de micetoma observa-
do en un hombre nacido en Delhi (India), pero residente en los
Estados Unidos. Esta especie se caracterizé por su desarro-

llo pobre en los medios de cultivo, necesitando ciertos factores
de crecimiento que se encuentran en el higado ( 35 ).

En 1949 debido a la imposibilidad de identificar a una cepa Su-
damericana, con las anteriores deacritas se crea otra especie
que es Madurella grisea (Mackinnon, Ferrada, Montexhayor).
{13, 16,25, 34,35,44,51,58).

HABITAT DE LOS AGENTES DEL EUMICETOMA

Se trata de hongos que viven seprofiticamente en el suelo y -
frecuentemente sobre restos vegetales; espinas de acacias (aca
cia ardbiga, acacia senegal, acacia mellifera y acacia nilotica)
balanites aegyptica, espinas de pino, rebarbas de trigo y otros
cereales, astillas de madera, clavos, piedras puntiagudas, hue
sos de pescado y garras que producen la herida. Se cree que
la astilla contaminada penetra la piel y facilita la entrada del -
hongo al cuerpo (8,14,20,31,36,39,42,51,61,66,67). '
DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS AGENTES DEL -
EUMICETOMA.

Los eumicetomas han sido sefialados en todo el mundo, pero -
con mayor frecuencia en las zonas de clima célido y himedo -

que favorece la vegetacién y ésta la supervivencia del pardsito
(5, 8, 14, 39).



Se reporta enfreas tropicales y subtropicales, de baja tempe
ratura y se consideran zonas endémicas; India, Sudaf, Sene
gal, Somalia, México, Venezuela, Estados Unidos; se han rg
portado casos aislados en Colombia, Alemania, Bucarest, -~ -
Ceyldn, Finlandia, Filipinas, Japén, Argentina, Brasil, Uru-
guay, Portugal, Paraguay, Chile, Madagascar, ltalia, Tdnez,
(Africa del Norte), Arabia Saudita, Grecia, Francia, Puerto
Rico, Algeria (Africa del Norte ), Ecuador y en la Isla de -
Santa Cruz (Pequefias Antillas). (8,10,16,28, 31, 39).

Se considera que el micetoma se presenta en las regiones --
comprendidas en el Trdpico de Céncer entre las latitudes de
15°S y 30°N, en estas &reas hay zonas &ridas con periodos -
de lluvias de 6 meses, con una humedad relativa de 60-80%

y una temperatura constante de 30-37°C. [Este trépico atra-
vieza México un poco al norte de su parte media, lo que ex
plica que sea éste pais en América en donde los micetomas

son més abundantes. Los casos reportados en México son

en los estados de Guerrero, Morelos, Puebla, Nayarit, San

Luis Potos{, Sinaloa, Sonora, Yucatdn y Nuevo Leén.

(8, 14, 27,31, 34, 56, 66, 61, 67 ).

Las especies de hongos productores de eumicetoma que se -

han reportado en México, son:

Madurella grisea, Madurella mycetomi, Petrillidium boydii,

Cephalogporium gp., y Fusarium sp. ( 10,14,28,29,34,53,54,
66, 61, 67 ).




CAPITULO I

AGENTES ETIOLOGICOS DEL EUMICETOMA

CLASIFICACION



CLASIFICACION DEL EUMICETOMA Y DE SUS AGENTES. -

El eumicetormna puede ser dividido de acuerdo al color de Tos -

granos que produzca el agente etiolSgico en:
a) Eumicetoma de granos negros.

b) Eumicetoma de granos blanco - amarillentos (10, 11, 14 -
39).

AGENTES ETIOLOGICOS DE GRANOS

Blanco - Amarillentos Cafés - Negros
Petrillidium boydii Madurella mycetomi
Cephalosporium falciforme Madurella grisea
Cephalosporium recifei Phialophora jeanselmei
Cephalosporium granulomatosis Pyrenochaeta romeroi
Neotestudina rosatii Leptosphaeria senegalensis
Fusarium sp Leptosphaeria tompkinsii

De é&sta forma, en 1949 Mackinnon et al (33,34) hacen la divisién ~
de los agentes productores de eumicetorna de granos negros, la que

incluye 5 tipos, siendo éstos:

Tipo I Madurella mycetomi

Tipo I Madurella grisea n.sp.

Tipo I Phialophora jeanselmei

Tipo IV Glenospora clapieri

Tipo V Monosporium sclerotiale




Esta clasgificacién se basa en las caracteristicas de asimila -
ciéh de compuestos nitrogenados, hidrocarbonados, accién pro
teolitica, temperatura 6ptima de crecimiento, hidrélisis de -
almidén, su aspecto en los cultivos tanto macro como micros
cépico, distribucién geogrdfica y caracterfsticas de los gra -
nos. (l1,14,16,25,27,29,32,34,35,50,51,53,58,59,62, 66,67,
69. ).



CLASIFICACION DE LOS AGENTES DEL MICETOMA (28,29,68).

ACTINOMICETICOS

MICOSICOS

r ACTINOMICETOS (bacterias)

FAMILIA GENERO ESPECIES

Nocardia brasiliensis

Nocardia Nocardia caviae

Nocardia asteroides

Actinomadurae pelletieri

Nocardiaceae Actinomadurae
—_—— Actinomadurae madurae

Streptomyces somaliensis
Streptomyce - Streptomyces
. S

taceae treptomyces paraguayensis

't

ASCOMICETOS

Aspergildceae Petrillidium Petrillidium boydii ++
Leptosphaeria senegalensis

Leptosphaeria . o e
£pios < Leptogsphaeria tompkinsii

Neotestudina Neotestudina rosatii

Pleosporéceae Pyrenochaeta [Pyrenochaeta romeroi

Cephalosporium recifei

Cephalosporium falciforme

Egporoforado Cephalosporium

Cephalosporium granuloma-

toms.

ADELOMICETOS U HéNGOS IMPERFECTCS

Madurella mycetomi

Himoficetos Madurella
I Madurella grisea
Fialidados Phialophora Ph1alophora jeanselmei
Fusarium Fusanum 8D
N

++ Petrillidium boydii tiene su estado conidial que es:

Monosgporium apiospermum. .




PROPIEDADES FISIOLOGICAS DE LOS HONGOS CAUSANTLES
DE EUMICETOMA DE GRANOS NEGROS ( 6,33,39,62 ).

AGENTES ETIOLOGICOS (+ = +)

Aﬂimilaci6n de lllll “2" ll3!l ll4ll HSH
Glucosa + + + no se conoce +
Maltosa + + + no se conoce ¥
Lactosa + - + no se conoce -
Galactosa + + + no se conoce +
Sacarosa - + + no ge conoce +
Nitrato de Potasio + + no se conoce  *
Sulfato de Amonio + + No se conocen no se -
conoce
Asparagina + B + no se conoce no ge -
conoce
Urea + + no se no se
conoce conoce +
Hidrélisis de Al- -
midén + + no se - no se no se =
conoce conoce conoce.
Actividad Proteo
liticas
Suero s + no se - nho ge -
- conoce conoce no ge -
conoce
Leche + + no ge co- nNO g€ - no se ~
- - noce. conoce conoce
Licuefaccién de =
gelatina: + 1 no se - no se - -
conoce. Conoce.
Crecimiento at :
37°C ++ + + + +
30°C + ++ + ++ ++
Pigmentos difusi-
bles al medio: café t café café rosa - - -
(+=+J1'Madurella mycetomi 21" Madurella grisea
(+=+) "3" Leptosphaeria senegalensis 4" Pyrenochaeta romeroi

(+=+) '"'5" Phialophora jeanselmei 6 (Exophiala jeanselmei)




BREVE DESCRIPCION DE LOS AGENTES DELL EUMICETOMA
DE GRANOS NEGROS

Madurella mycetomi

Produce granos negros redondos o lobulados, de consistencia
dura o quebradiza. El tamafio varfa de 0.5 a 3 mm de di4-
metro, a veces se agrupan y llegan a medir hasta 5 mm; al
examen directo con potasa al 20% se observan hifas fdngicas
de 1 a 2 micras de difmetro y clamidosporas, todo ésto uni-

do por una substancia llamada "cemento"

Madurella mycetomi es poco estable en sus propiedades ma-

cromorfolégicas, la colonia aparece blanca - verdosa, cam-
bia a un color ocre, café obscuro y algunas cepas pierden -
su color quedando blancas - beige, después de repetidos sub
cultivos, la superficie de la colonia es granular o filamento-
sa y pueden aparecer en los tubos de cultivo esclerotes ne -
gros. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C -
(8, 14, 32,34, 39 ).

Madurella grisea.-

Produce también granos negros que miden aproximadamente -
1 mm de difmetro o mayores, son duros muestran secciones
6 4reas centrales sin pigmentar, al observarse can potasa se
ven formados por hifas gruesas con grédnulos intracelulares -
cafés.

La colonia es obscura, negra o verdosa, cuando e cultivo es

viejo da tonos café - rojizos, tienen micelio aéreo corto y -

sin pigmento difusible al medio, al examen microscépico de -



las colonias se observan hifas de 1 a 3 micras de difmetro
o més anchas de 3 a 5 micras, ramificadas y septadas, -

las clamidosporas estdn ausentes o son raras.

Su temperatura Sptima de crecimiento es de 30°C ( 10, 14,

26,. 28).

Leptosphaeria senegalensis. -

Produce granos negros de 1 mm de didmetro. Su colonia -
es de crecimiento répido, de color gris o café,al reverso -
negra, con tintes rosas en el agar, sin pigmento difusible -
al medio, al examen directo de la colonia se observan hi- -
* fas hialinas o fuliginosas con micelios ramificados delgados
lag clamidogporas se encuentran raramente, después de 16
2 meses de cultivo en Agar Papa Zanahoria, presenta pe--
quefios cuerpos negros llamados 'peritecios! de un difmetro
de 100 a 300 micras dentro de los cuales se encuentran las
ascas (17 a 22 x 80-110 micras) con 6 a 8 ascosporas - -
( 8-10 x 23-30 micras ) cubiertas por material mucilagino-

8 0.

Su temperatura 8ptima de crecimiento es de 20°C (10, 14,

32, 34, 39, 53).

Leptosphaeria tompkinsii. -

De caracteristicas muy similares a la anterior en cuanto a
sus granos y colonias, difiere en que su peritecio es de -~
mayor tamafio ( 300 micras o més ), dentro del cual se -
encuentran las ascas (20 a 35 x 90 a 115 micras), se pue-
den encontrar otras adin mayores de (21.5 x 108 micras) -
las ascas contienen 8 ascosporas (8 a 1l x 32 a 45 micras
o mayores de 10.3 x 38.5 micras) también estén cubiertas

por una substancia mucilaginosa.

- 19 -



Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 20°C ( 10, 14, -
32, 34, 39, 53 ).

Pyrenochaeta romeroi. -

Produce al igual que las anteriores,granos negros tubulares -
que miden 0.5 a 1.5 mm de difmetro y son de consistencia -

blanda.

En el cultivo, sus colonias son grises obscuras, vellosas, con
pigmento verde o blanco en la periferia, el reverso de la co-
lonia es negro y se encuentran ''picnidias' en la superficie -
del medio, las cuales son de color café - negruzco con dimen
siones de 50 a 150 x 100 a 300 micras con tabiques hialinos -
que dividen en picnidiosporas elipticas de 1 a 1.3 x 2 a 5 mi

crasg.

Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30°C (10, 14, 32
33, 34, 39, 53).

Phialophora jeanselmei, -

Produce granos negros irregulares que miden aproximadamen-

te 1 mm de di&metro.

Sus colonias son de color verde olivo obscurc a negro, levadu
riforme cubiertas de un micelio aéreo corto., Al examen mi-
crogcépico se encuentran hifas ramificadas, aeptadés que mi -
den 1-3 micras de ancho con conidias sobre las fialides, ég--
tas varfan en dimensién desde 1.5 a 3.5 micras con una longi
tud de 5 a 15 micras, las fialosporas son elipticas, hialinas -
con dimensiones de 0.75 a 1 x 1 a 2 micras aunque varfan -
hasta 2-3 x 4 a 6 micras.

Su crecimiento es mejor a 30°C que a 37°C. (10, 14, 32, 34,39, 52),

- 20 -



EPIDEMIOLOGIA. -

EL micetoma ocurre con m#s frecuencia en granjas y 4{reas
rurales debido a que los pacientes tienen mayor exposicién
a los agentes etiol6gicos por traumatismos generalmente o-

curridos durante sus labores ( 14,39,68 )

Este padecimiento se reporta en regiones tropicales y sub-
tropicales con temperaturas entre 15 y 37°C; se localiza en
las regiones entre el trépico de Céncer, en las latitudes de
15°S y 30°N donde hay zonas 4ridas con periodo de lluvias
corto, humedad relativa de 60 a 80%, temperatura constan -
te de 30 - 37°C de dia y noche, algunas con una humedad
relativa de 12 a 30% y temperaturas de 45 a 60°C y noctur
nas de 15 a 18°C. La mayoria de los casos de micetoma -
ocurren en 4reas con 50 a 1000 mm de lluvia por afio.

(14, 39)

En México tenemos las siguientes condiciones climatolégicas:

Rango de temperaturas 11 a 20°C 6 més.
Pluvialidad: 500 a 1000 mm de lluvia -
/afio.

Por lo que la frecuencia de microorganismos causantes de -

micetoma es:

Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides, Actinomadurae -

madurae, Streptomyces somaliengis, Petrillidium boydii, - -

Actinomadurae pelletieri y algunos casos de Madurella gri--

sea, Madurella mycetomi, Cephalosporium sp. y Fusarium

sp. (39 )




SINTOMATOLOGIA. -«

La primera lesi6n identificable puede ser:

l) Pequefia pépula.

2) Nédulo diminuto fijo

3) Area indurada coronada por una vesfcula.
4) Pequeflos abscesos

La enfermedad progresa con lentitud, al principio se caracte-
riza por perfodos de remisién y recaidas, apareciendo cada -

vez nuevos elementos nodulares que finalmente fistulizan y en
término de varios meses 6 afios, se constituye el cuadro cli-

nico clésico de tumoraciones fistulosas de consgistencia lefiosa
a medida que la infeccién se extiende y profundiza, se inva--

den los misculos, aponeurosis, tendones y huesos.

Los sgitios donde se localiza el micetorna, particularmente -
cuando asienta en el pie o en manos adoptan la forma globosa
en la que se observan miltiples nédulos, fistulas y cicatrices,
lag fistulags drenan un liquido seropurulento o serosanguinolen
to en el que estdn contenidos los granos (microcoloniasg) del -
agente causal cuya observacién microscépica establece el - -
diagnéstico. ( 10, 11, 14, 39, 66, 67 ).



INMUNOLOGIA. -~

Como métodos diagndsticos del micetoma se emplean:

Difusién en gel (Método de Ouchterlony) en el que habrf -
bandas de precipitacién, entre los antigenos y anticuerpos
hay identidad, esta reacci6n puede dar resultados poco sa
tisfactorios para la identificacién de la especie del actino-
miceto (bacteria), pero no habr4 reacciones cruzadas entre
el agente etiolégico de un eumnicetoma y el de un actinomi-

cetoma (4 0 ).

Para la medicién de anticuerpos y sus niveles, en los sue
ros de pacientes con micetoma se pueden emplear la Con-
tra inmunoelectroforesis (CIE) y el Método de ELISA. Se
ha encontrado que este yltimo es mds sensible, pero pue-

de dar reacciones cruzadas ( 24, 45 ).

Comparando la CIE y la Inmunodifusién, se ha comproba -
do que la sensibilidad de la primera es mayor. La CIE -

se emplea en la deteccién de anticuerpos ( 24).

Los métodos serolégicos son de gran valor para el diag -
néstico del micetoma debido a que son técnicas simples y

egpecificas con ventajas como:

a) Detectan la presencia del micetoma.
b) S~ puede diferenciar entre los agentes etiolSgicos
La prueba de fijacién del complemento d{ reacciones cru

zadas, por lo que es poco aconsejable en el caso de iden

tificacién de los agentes etiolégicos del micetoma (10,14)

Se pueden usar pruebas cutdneas para la identificacién entre -

el cumicetoma y el actinomicetoma pero son poco especificas

en cuestién de especie causante. ( 39, 47, 49 ).



Para hacer la medici6n de la Inmunidad Celular en los pacien

tes con micetoma, se emplean las sgiguientes pruebas:

- Tuberculino Reacci6n

- Transformacién Morfolégica de los linfocitos periféricos.
. Fitrohemaglutinacién MitSgena.

- Sensibilizacién con l-cloro-2, 2 dinitrobenceno (DNCB/4)
Las pruebas para medir la Inmunidad Humoral son:

- Determinacién de los niveles de Inmunoglobulinas (1gG, -

IgM, IgA) en el suero de los pacientes.

Con las determinaciones anteriores se ha comprobado que hay
deficiencias en la Inmunidad Celular de los pacientes que pade
cen micetoma y pocos cambios con lo que respecta a la Inmu-

nidad Humoral (24, 38, 39, 40, 4l1).
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL. -

-  Micetoma Actinomicésico,

- Elefantiasis

- Cromomicosis

- Sarcoma de Kaposi

- Osteomielitis Crénica (Micetoma Oseo)
- Osteitis Sifilitica vx Micetoma Oseo

- Tuberculosis

- Leishmaniasis cutdnea

- Esporotricosgis

PROFILAXIS .-

Educar a los habitantes de zonas endémicas sobre la enferme
dad y la conveniencia de usar zapatos para la proteccién de -
sug extremidades inferiores, implantar medidas protectoras -
para el campesino y gobre todo el diagnéstico oportuno para -

el cual es necesario que el médico conozca la enfermedad - -
39, 61 ).



TRATAMIENTO. -

El micetoma actinomicético es el que puede ser tratado, pues
to que el eumicetoma es dificil de tratar o requiere cirugia -

en algunos casos.

Para los micetomas causados por N. brasiliensis se pueden -

emplear combinados Diamino - difenil - sulfona (DDS) y Ganta
nol - trimetoprim (G-T); el tratamiento ideal consiste en la -
administracién de 100 a 200 mg de DDS al dfa con 4 tabletas

de gantanol - trimetoprim (G-T) hasta la curacién clinica de -
las lesiones y continuar por tiempo indefinido con 100 mg de -
DDS, (9, 61 ). '

Otras sulfas de eliminacién lenta como la sulfametoxi y dime-
toxipiridazina a dosis de 500 mg/dia, la estreptomicina, las -
tetraciclinas, también han demostrado actividad terapéutica, -
por lo cual pueden hacerse varios planes de tratamiento en el

actinomicetoma.,

Los actinomicetomas por otros agentes etiol6gicos obedecen -
mal a los medicamentos sefialados, al igual que los micetomas
eumicéticos. En este dltimo caso, la Anfotericina B es una -

buena opcién ( 9, 63 ).

Se debe tomar en cuenta en el eumicetoma la combinacién de-
la cirugia conservativa seguida de quimioterapia para evitar -

recidivas;dentro de los medicamentos probados se encuentran:

a) Anfotericina B (Intravenosa) ( 7,42, 14, 68 ).

b) Ketoconazol en dosis oral de 400 a 600 mg después de ha
ber hecho la extirpacién quinirgica del tejido afectado.
( 12, 15).



c)

d)

En el caso de eumicetomas por M. grisea también es Gtil la
cirugfa seguida de la administracién de f4rmacos como el Keto

conazol, Dapsone (diamino difenil sulfona)(15,50)

En cagos de eumicetomas por M. mycetomi se puede empiear -
la .combinacién de Clotrimazol y Griseofulvina, en pacientes en

que el estado inmunolégico es bueno se han empleado como tra

tariento la Griseofulvina y la Penicilina; la Anfotericina B pue-
de ser usada intravenosa o intralesionalmente después de la ex
tirpacién quirdrgica del micetoma cuando su localizacién lo per_
mite ( 10, 38, 40, 60 ).

La intervencién quirdrgica incluye la exploracién y drenaje de -
los trayectos fistulosos, retirando el tejido enfermo y los aglo-
merados que pudieran estar dentro de los huesos cuando estédn -
afectados ( 61 ).

El tratamiento quirdrgico, es decir la amputacién, debe ser li-
mitada a pacientes que muestran resistencia al tratamiento mé&-
dico, ya que el riesgo de recidiva en el mufifr es muy alto en - -
cambio, el uso de aparatos ortopédicos,de zapatos especiales -
puede hacer Wtil un miembro afectado por micetoma ( 61 ).

Debido a que la cirugfa es la terapeitica de eleccién en el micetoma, -

se debe tomar en consideracién que:

a)

b)

Es peligrosa porque se pueden presentar recidivas o metdstasia
a otros drganos, por lo que debe hacerse la amputacién entre -

ganglios para evitarla.

El agente etiolégico no se esteriliza "in vivo' ni figica, ni quf-
mica, ni biol6gicamente, &sto se debe tomar en cuenta al efec -
tuar la amputacién del miembro afectado,se debe tener bajo ob-
servacién al paciente despuds de la cirugfa para evitar que se -

presenten recidivas. ( 60, 67 ).
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CAPITULO III

GENERO MADURELLA Y CRITERIOS DE CLASIFICACION



DEFINICION DEL GENERO MADURELLA Y SUS ESPECIES

Brumpt en 1905, define el género Madurella como: mucedinea -
con tallo blanco, viviendo como pardsito en diversos tejidos ani-
males { huesos, musculos, tejido conjuntivo) tienen en su vida -
vegetativa filamentos de un didmetro superior de 1 micra y pue-
den alcanzar de 5 a 10 micras; éstos filamentos son tabicados, -
se ramifican y segregan una substancia café - marrén. Al en -
vejecer estos filamentos se organizan en esclerotes y su pared
se impregna del pigmento, en este esclerote se cuentan en can-
tidades variables corpdsculos redondeados de 8 a 30 micras de
didmetro (clamidosporas) (34).  Por lo tanto, el Streptothrix -
mycetomi (Laveran) se vuelve Madurella mycetomi (34)

Cultivos sudamericanos que al no poder ser identificados con -
otras especies conocidas, dieron lugar a que se creara una nue '

va especie que denominamos Madurella grisea; €sta especie se -

distingue de la anterior por el aspecto macroscépica de los cul-

tivos, por su morfologia microscépica y por algunas propieda- -
des bioldgicas (33).

En cambio, no existen diferencias notables entre las formas pa-
ragitarias de las dos especies, pues una y otra producen granos
negros, algo verrucosos de 1 6 2 mm de didmetro, duros y com
puestos de filamentos micelianos hasta de 3 micras de espesor,

con clamidosporas de 10 a 20 micras y de una substancia inters

ticial de color marrén ( 33).

Pinoy, en 1912 modificé la definicién de Brumpt teniendo en cuenta
también los caracteres microscépicos de la vida saprdéfita ""Hongos
estériles de filamentos tabicados que se reproducen por thalosporas,
las cuales nacen por divigién binaria de log articulos de un filamento

producen en el hombre micetomas de granos negros y se desarrollan
a 37°C (2,33).
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El género Madurella carece de fructificacién y de todo detalle
o estructura morfolégica que permita la ubicacién cierta en -
la taxonomia (15).

SINONIMOS DE LOS AGENTES DEL GENERO MADURELLA. ~

Madurella mycetomi Brumpt 1905,
Streptothrix mycetomi Laveran 1902.
Glenospora khartoumensis Chalmers y Archibald 1916,
Qospora tozeuri Pinoy - Nicolle - 1908,
Madurella tozeuri Nicolle y Pinoy . 1908
Madurella tabarkae Blanc y Brun 1919,
Madurella americana Gammel 1927.
Madurella ikedae Gammel 1927,
Madurella lackawanna Hanan y Zurett 1938.
Madurella viridrobrunnea ' Radaelli y Ciferri 1942,
Madurella ramiroi Pirajéd de Silva 1919,
Madurella oswaldoi ) Parreiras Horta 1919,
Madurella rifanum Gostaminas 1929.

(13, 14,16,31,39,51)

Madurella grisea Mackinnon, Ferrada
(13,14,16,39,51). . Urzda, Montemayor. 1949.

- 29 -



ASPECTO EN LA VIDA PARASITARIA ( GRANOS )

Madurella mycetomi .-

Los granos son de tamafio variable entre 200 y 900 micras de
difmetro. Hay dos tipos de granos: uno compuesto de hifas y
el menos comin de apariencia vesiculosa, son redondos u ova
les y pueden ser bilobulados o trilobulados. Estin compues -

tos de dos partes, la médula yla corteza.

Las hifas se encuentran repartidas en varias direcciones, al -
hacer un corte pueden ser longitudinales, transversales, obli-
cuas, largas, segmentadas y contienen clamidosporas ovales 6

redondas que se encuentran en posicién intercalar o terminal.

El grano est{ dentro de una matriz dura café llamada "cemen
to', el cual es secretado por el hongo; las paredes de las hi-
fas estdn bien definidas con un difmetro de 2 micras, son sep
tadas y ramificadas. Las clamidosporas' miden de 7 a 15 mi-

cras de .difmetro.

La variedad menos comin es la vesicular y presenta células -
grandes de 7 micras de difmetro; el pigmento café es reteni-

do més en la periferia que en el centro del grano.

(3, 10, 11, 14, 39, 57, 69 ).



CARACTERISTICAS CULTURALES.

Madurella mycetomi .-

Hongo de micelio blanco griséceo, volviéndose amarillo al enve

jecer y ennegrece los medios de cultivo azucarados.

Presencia de oidias (artrosporas) de dimensiones variables des,
de 2 a 5 micras, esclerotes negros estériles de 0.5 a 1 mm -
de diémetro, formados en el interior del medio de cultivo; pue
de invadir en el hombre la dermis, huesos, musculos y el teji
do conjuntivo, dando un micetoma de granos negros; los granos
son pequefios redondeados, mis & menos verrucosos, de morfo-

logia bastante semejante a la de los esclerotes formados en los
cultivos. { 1,2,34).

Los medios favorables para la formacién de fialides son de pre
ferencia: Agar Papa Zanahoria Agar Harina de Maiz, Agar Pa-
pa Peptona, Agar Peptona Lactosado, Agar Papa Zanahoria con
hidrolizado de Caseina o Asparagina en los que se forman esca

samente las fialides y fialosporas ( 38, 63, 70 ).

La temperatura éptima de crecimiento es de 37°C, la forma- -
cién de esclerotes es favorecida en medios pobres; al examinar
los se observa que estin constituidos por un conjunto de células
poligonales obscuras, revelan hifas segmentadas, ramificadas -
irregulares de 1 a 2 micras de didmetro, redondas o poligona-~
les con clamidosporas que miden de 5 a 15 micras, situadas en
la periferia; su desarrollo a 28°C es muy pobre o nulo.

(38, 39, 63, 70 ).

En medios pobres como Agar Extracto de Suelo, se producen po
cas aleuriosporas o conidias (70) . Inoculaciéa a los animales -

poco satisfactoria o negativa. ( 34, 44 ).
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CARACTERISTICAS MICROMORFOLOGICAS

Madurella mycetomi. -

En la vida saprofitica (cultivos), se desarrolla formando un mi~
celio filamentoso estéril de 2 a 5 micras de didmetro que posee
clamidosporas de 6 a 24 micras de didmetro, globulosas y de -
paredes gruesas cuya posicién respecto al micelio vegetativo es
lateral, intercalar o terminal y se presentan aisladas o en cade

nas (2,3,18,51,54,39,67,68,70).

Lag fialides se desarrollan en medios pobres, ya mencianados, -
sobre ellas se forman aglutinados de fialosporas que son muy -
l4biles, {(cabezas, rosarios, aisladas o sobre los arbifsculos) -
este tipo de esporulacién se relaciona con el grado de formacién

de esclerotes. ( 63 ).

Madurella mycetomi es un hongo diffcil de identificar debido a:

l.- Hay gran diversidad de morfologfa macroscépica entre

las cepas.
2.- Hay polimorfismo en una misma cepa.
3.- Dada la pobreza de los caracteres de identificacién.
4.- ©Por la ausencia de patogenicidad en los animales(63)

Las fialides miden de 8 a 10 micras de ancho por 2 a 4 de lar-
go, se pueden encontrar aisladas; unidas directamente al filamen

to septado y perpendicularmente geparadas por una membrana, -
en ocasiones se observan dos o tres fialides sobre una articula-

cién corta adherida al filamento.
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En el extremo del filamentos hay esporas piriformes o arre -
dondadas de 3 micras de didmetro, de paredes gruesas que -
estdn aisladas por una membrana. Estas esporas forman pe -
quefios grupos redondos coronando la fialide. Las reuniones -
de esporas son muy l4biles y se separan con mucha facilidad

durante el montaje, lo que dificulta su observacién ( 63 ).

"Toda cepa que produce esclerotes forma igualmente fialides -
y éstas se encuentran de preferencia en el vello aéreo situado
por encima de los esclerotes. lLa pérdida de la produccién de
ambos elementos morfolégicos’ por una cepa, serfa debido a -

mutaciones y variaciones frecuentes en estos hongos, en el -~

cultivo y adn en el grano parasitario’ ( 63 ).
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ASPECTO EN LA VIDA PARASITARIA ( GRANOS )

Madurella grisea.-

Los granos de M. grisea miden de 350 a 500 micras de didme
tro, son de color café y tienen dos zonas definidas, una central

sin 6 con poco pigmento y la periferia méis obscura.

El centro estd formado por hifas hialinas y fuliginosas, la peri
feria contiene cemento café, son de consistencia dura.
2,3,10,11,14,39,57,69).

Estudios hechos por absorcién atémica y espectrofotometria de
masas, demuestran que el tejido de los granos negros estdi -

formado por minerales tales como:

Zinc
Cobre
Manganeso
Magnesio

Calcio

Fierro
Aluminio

Cromo

Vanadio

Estafio ( 17)




CARACTERISTICAS CULTURALES

Madurella grisea, -

En agar glucosado de Sabouraud df colonias dums formadas por
una masa de micelio casi negra y plegada, cublerta por una - -
vellosidad blanco - grisdcea. Los cultivos viejos toman tintes
marrones pero jam4s amarillentos; la vellosidad oculta los plie
gues de la masa micelial, pero algunas cepas producen escasa -

y mis corta vellagidad y en consecuencia las colonias son més
obscuras y los pliegues mds visibles.

En medio liquido de Czapek se desarrollan colonias esféricas, -
sumergidas formadas por micelio hialino con un punto central -
obscuro; tardfamente se puede observar la formacién de un ve-~
lo grueso negruzco. Las hifas pueden ser moniliformes ( 3 a

4 micras) o cilindricas ( 2 a 3 micras), fuliginosas, ramifica-~
das y tabicadas; éstas dan nacimiento a hifas jévenes delgadas,

casi hialinas, que forman la vellosidad o micelio aéreo.

El micelic cilihdrico predomina en la mayor parte de las ce -
pas, las clamidosporas terminales e intercalares, de pared - -
gruesa (4 a 7 x 3 a 4 micras) son vistas en nimero muy esca

80 y hay cepas que carecen de esta propiedad. { 34, 35, ).



CARACTERISTICAS MICROMORFOLOGICAS. -

Micelio m&s 6 menos fuliginosos flexuoso o rectilineo, poco ta
bicado y ramificado, hialino o ligeramente amarillento de 2 a
3 micras de espesor, con membranas gruesas, algunos dispues
tos en manocjos de funiculos (micelio de unién), ademds presen-
tan clamidosporas intercalares o terminales, esféricas u ovoides

de 8 a 10 micras de didmetro (1, 54 ).

Los hongos sin esporulacién como son: Madurella grisea y Pyre

nochaeta romeroi tienen una gran semejanza en sus granos y -

caracteristicas culturales; por lo que es necesario inducir la -
formacién de picinidias en medios. de cultivo pobres tales como:
Medio de Papa Zanahoria, Agar Harina de Maiz, Gelosa Glucosa
da de Sabouraud; las picnidias, son caracter{sticas de Pyreno- -

chaeta romeroi las cuales se presentan m&s 6 menos curvadas,

de forma irregular o regular, ovales, piriformes o arredonda -
das y miden entre 100 y 160 micras de ancho por 70 a 130 de -
largo ( 62 ). Se ha llegado a la conclusién de que M. grisea -

podrfa ser la forma no fértil de Pyrenochaeta romeroi ( 62 )e

Las diferencias entre ambas especies, pueden hacerse mediante
serologia, ya que por su morfologia y fisiologia son dificilmen-

te distinguibles; algunos antisueros dan Zreas de precipitacién -
en agar sélo frente al antigeno homélogo, por lo tamto, no hay

evidencia de reacciones cruzadas. ( 46 ).
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Los eumicetomas han sido seffaladoa en todo el mundo, pero
con mayor frecuencia en las zonas de clima c4lido y himedo

que favorece la vegetacién y supervivencia del pardsito en -

el medio ambiente. ( 50 ).

Madurella mycetomi. -

Ha sido encontrado en América del Norte ( Texas ), Africa

del Norte, Costa de Marfil, Senegal { Africa Occidental ), -
India, Alto Volta, Togo, Sud4fi y en América del Sur.

En México aon poco frecuentes los micetomas por hongos, -
sélo un 1,4%. Se han encontrado casos en los estados de
Coahuila, Guerrero, Morelos, Nayarit, Nuevo Leén, Sia.n - -
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Puebla y Yucat4n ( 34, 38, -
41, 50, 61 ).

Madurella grisea

Se encuentra frecuentemente en América del Sur (zonas del
Chaco y Norte Argentino, zona Central de Chile, Venezuela
y Paraguay ) en México es méds frecuente que Madurella - -

mycetomi y en Calcutta. ( 34, 62 ).



ASPECTOS CLINICOS DEIL. EUMICETOMA. -

Los hongos productores del eumicetoma ge introducen en los te-
jidos accidentalmente mediante un traumatismo y mss raramente

a través de una solucién de continuidad ya establecida ( 39, 51).

Debido a que los agentes etiol6gicos son hongos sapféfitos que nece
sitan adaptarse a los animales, es decir, trangformarse en patége-
nos y que por su parte el huésped ofrece una barrera. constituida -

por sus defensas naturales, las cuales deben ser vencidas. (51 ).

Por lo anterior, el eumicetoma tiene una lenta evolucién hasta de -
10 a 40 afios (3), la facilidad y formas en que el hanbre se inocula,
hace que el padecimiento sea frecuente (66) . Si la enfermedad se-

instala, tendr4 diferentes fases de desarrollo, estas son:

a) Fase de Latencia o Adaptacién
b) Fase de Proliferacién

c) Fase Invasgiva

En la primera fase, el agente patégeno se introduce generalmente -
por la planta del pie y empieza a formar una respuesta tisular, a -
la sexta u octava semana, se produce inflamacién que no permite -
la deambulacién, posteriormente aparecen ffatulas, al tercer o - -
cuarto mes se forman nédulos sensibles y el pie se inflama, des- -
pués aparecen los granos caracteristicos que son evacuados por -

las fistulas y se forman nuevos nédulos. {39, 66 ).

En la fase de proliferacién, el hongo forma zonas de fibro - escle
rosis, libra las barreras anatémicas del pie y llega a nivel plan -
tar, hay preferencia por el midsculo, los espacios interfascicula -
res con una degeneracién miosftica extensiva irreversible; hay -
proliferacién forméndose filamentos largos que se van uniendo, el
tamafio del grano aumenta dando "geodos' en el canal medular de

la epifisis, lo que da im4genes claras, arredondadas de contornos

definidos.



Deapiés del atague cortical hay invasién hacia la médula del
hueso { 39. ).

FIGURA_# 1

Muestra un corte sagital de un pie con "Maduromicosis" -

causada por Madurella mycetomi, hay granos colectados y -

se observan las interconexiones por medio de canales y - -

tractos sinumos a la superficie.




En la fase de invasién proliferan las colonias (granos) que se
difunden en todas direcciones (musculos, huesos y articulacio
nes) Se establece la infeccién secundaria por microorganis-
mos piSgenos como él'gunos anaerobios, Proteus virulentos y

Vibriones, ademds de otros microorganismos (66,67).

Las reacciones linffticas son constantes:

- Inflamacién de los linf4ticos ,
- Macropoliadenopatia inguinal satélite de aparicién
mé4s o menos precoz

- Los. ganglios se inflaman { 66, 67).

Los granos se encuentran t;.n los espacios celulares, vascula-
res y el periostio. La marcha del enfermo se hace dificil, -
pueden haber neoplasias, por lo que se consideran malignos -
" in situ " y continfan las recidivas hasta dar met4stasis - -
ganglionares a distancia, es por ésto que se aconseja la ciru

gia.
Las formas evolutivas son:

1.- Forma de aparicién.
2.~ Forma intermedia

3.~ Forma extrema

Forma dé aparicidn. -

- Verruga atipica con caracteres macroscépicos y geodos
pequefios.

- UléeraciGn en la parte dafiada

- Nédulos més o menos méviles.

- Tumores cuténeos en los bordes.

Esta forma evolutiva puede durar en los casos del género Ma

durella incluso dos aflos o mds ( 66, 6‘7 )e
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Forma intermedia. -

Llega a sitios mds profundos, el pie aumenta de volumen, se -
hace globoso, la marcha es penosa, los dolores nocturnos se -
incrementan. Puede haber invasién del tarso o metatarso y =~
presentar lesiones gebdicas, ésto sucede entre los dos y cinco
afios después de la aparicién ( 61, 66, 67 ).

Forma extrema. -~

El pie esti monstruosos, polifistulizado de tamafio muy aumen-
tado, el esqueleto sufre alteraciones muy grandes, hay adenopa
tia inguino - crural, el estado general del enfermo se encuentra
alterado, se presenta infeccién agregada e impotencia funcional.

( 61, 66, 67 ).
Las formas clinicas dependen:

1.- Del agente etiolégico

2.- Del Hempo al que se inicia un tratamiento después de la -
invagién o implantacién. ‘

3.- De las veces en que se ha estado en contacto con el agen
te etiolégico pues se sabe que la implantacién puede ser -
debida a un contacto repetido y prolongado con el parésito

lo que provoca una sensibilizacién. (51,61,66,67),



EPIDEMIOLOGIA DEL EUMICETOMA.

La maduromicosis tiene una distribucién mundial, es méis comin
en las zonas biogeogrificas, donde se favorece la supervivencia
del hongo causante. KEstos hongos viven saproffticamente en el -

suelo sobre vegetales, astillas de madera, ete. (5,14,31,32,39).

La profesién, edad y sexo tienen importancia en la epidemiolo -

gia de la enfermedad. La mayorfa de los casos corresponden a
trabajadores rurales de sexo masculino, de 20 a 50 afios de edad
es decir, la época de méxima actividad f{isica que aumenta, por -
consiguiente la posibilidad de infeccih ( 2,11,51,61,)

Por su casuistica se tienen relaciones de 5:1 6 mayores del sexo

masculino con respecto al femenino.

Las personas mds afectadas por el eumicetoma son agricultores,
vaqueros y gente dedicada a las labores del campo que est&n en
contacto con los agentes etiolégicos en las zonas endémicas (32,
39, 51 ).

El perfodo de incubacién para el eumicetoma es largo desde un -
afio hasta 10 o m&s, esto depende de las condiciones del huésped

y de la agresividad del agente etiolSgico ( 39 )

La mayorfa dei los micetomas se localizan en el pie, sobre todo
en el dorso, algunos casos extrapédicos se observan en otras -
partes del cuerpo. (Que estin en contacto con el suelo )o ( 39, -
51, 66, 67 . ) ' |



PORCENTAJES DE LOCALIZACION EN (39)

México Sudén Africa
Pie 35% 68.8% 68. 0%
Pierna 28% 3.2% 10. 0%
Rodilla - 4.4% 4. 0%
Muslo ’ - - 2.0% 3. 0%
Nalgas, Periné 1.0% 2.0% 3.0%
Mano 2.0% 10. 7% 5.0%
Brazo 8.0% 3.8% 3. 0%
Abdémen 3.0% 1. 0% 1. 0%
Caja Tordcica 20. 0% 1. 0% 1. 0% K
Cabeza y cuello 3.0% 3.1% 2. 0% N

Madurella mycetomi:

Agente causal comidn del eumicetoma, predomina en Areas tropica
les de Africa, India, con una precipitacién pluvial de 250 a 500~
mm/afio, comin en zonas hfmedas del Senegal, Alto Volta, Togo
Sudaf, Africa del Norte, Costa de Marfil, en México tiene una -

frecuencia menor que Madurella grisea (10, 11,14,16,39,61).

Madurella grisea:

Se localiza en América del Sur (Chaco, Norte Argentino, zona -

central de Chile, Venezuela, Paraguay y Brasil) en Calcutta.

En México es el méds frecuente agente de eumicetoma de granos
negros ( 10, 11,14,16,39,61),



Pyrenochaeta romeroi:

Agente etiolégico comin en Sudamérica, Senegal, Somalia y

algunas otras regiones africanas ( 10, 14, 39 ).

Leptosphaeria senegalensis:

Se encuentra en Senegal y el Chad. ( 39 ).

Phialophora jeanselmeis

Se presenta preferentemente en pafses de Africa, hay algunos
casos en Martinica (Antillas) _Estados Unidos, en México se -

han aislado algunos cagos { 10, 14, 39, 61 ),



ALGUNOS ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

Debido a que la forma parasitaria de los agentes etiolégicos -
del eumicetoma de granos negros son muy semejantes al exa-
men en fresco y a que en los cultivos tardan dos semanas &6 -
mé&s en crecer las colonias, para la identificacién de los hon-
gos causantes se han empleado diferentes tinciones para hacer
la diferenciacién de los agentes etiolégicos, entre éstas se em

plean las que son més especificas para tincién de hongos como:

- Tincién de Hematoxilina- Eosina (H&E), la del Acido Peryo-
dico de Schiff (PAS), Metenamina de Plata o Tincién de Gomo -
ri, el Método de Gridley, 1a Hematoxilina-Eosina-Safranina, la
Tincién de Reticulina, la Tincidn de Mann y la de Grocott.
(39, 65, 66, 67 ).

Las caracteristicas histolégicas de los granos difiere no sélo -
en su forma y tamafio sino en sus propiedades tintoriales se- -

gin el género, por lo que el estudio histopatolégico es uno de -
los m4s tiles. ( 65, 66, 67).

Por lo que respecta ala reaccién tisular, la epidermis muestra
hiperqueratosis y acantosis con elogacién de los procesos inter
papilares y zonas de ulceracién., La dermis pregenta infiltrado

de linfocitos, histiocitos y formacién de abscesos de polimorfo-
nucleares y algunos eosinéfilos, es decir, no se forma un ver-

dadero granuloma. En el interior de estos micro abscesos se

encuentran los granos ( 61 ).

En el eumicetoma se presenta en general la siguiente imagen -

histopatolégica.

Reaccién inflamatoria elemental.- El grano estd centrado en el

absceso entre la aureola de polimorfonucleares.



La corona de neutréfilos polimorfonucleares es m&s marcada
en granos vesiculosos que en los filamentosos de M. myceto

mi (Reaccién Tisular Periférica).

Zona granulomatosa en corona.- Es rica en plasmocitos - -

més que en histiocitos, eosinéfilos y linfocitos.

Zona de reaccién macrofdgica plasmodial.- Se observa go -

bre todo en granos con cemento como los de M. mycetomi, -

Madurella grisea y Madurella sp. Los plasmocitos gon ata-

cados y se libera el cemento por lo que se observa una zo -
na purulenta, como granuloma; a distancia hay inflamacién -
perivascular y de los espacios celulares, es una reaccién de
reabsorcién de cuerpo extrafio. La formacién del cemento -

altera el paso de eosindfilos ( 39, 66, 67 ).

M. mycetomi da imédgenes pseudo - foliculares con corona -
de histiocitos y células gigantes. En la periferia hay gra-
nuloma fibrobl4dstico con enorme cantidad de coldgena respon

gable de la esclerosis extensiva.
Respuesta del Huésped:

A nivel de tegumentos hay esclerosis hipertréfica monstruo -
sa elimindndose granos. Los trayectos por donde se eva =
cda el pardsito varfan en proliferacién y extensién dependien
do de las zonas de resistencia como son: espacios celulares,
ejes conjuntivo-vasculares, miusculos, tendones, superficies

aponeurdticas, espacios sub-periésticos, nervios y vasos - -

sanguiheos. ( 14, 39, 67 )
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El fenémeno inflamatorio es frecuente de encontrar en el en-

dotelio con calcificacién fragmentaria limitando la elasticidad

Se nota trombosis y recanalizacién. La disposicién de la hi-
perplasia es perinodular, gserpenteante en las esclerosis reac
cionales, méds finalmente se unen a los nédulos. La hipervasg-

cularizacién tortuosa se manifiesta en los pies macroscépica -

mente a la superficie del esqueleto.

Los linf4ticos son susceptibles de hiperplasia con una zona in

flamatoria.

Micetomas por Madurella.-

Los granosg filamentosos, se encuentran en las cavernas. Las
fosas se perforan en tdneles profundos en la di&fisis y el teji
do esponjoso . Los metatarsianos sufren deformacién por la

presién de los granos sobre ellos.

Hay descalcificacién de los contornos de las cavidades Gseas -

restando parte de la imagen radiolégica. La osteolisis es mo

derada. ( 57 ).



HISTOLOGIA CAUSADA POR Madurella mycetomi

Los cortes histolégicos estudiados muestran espesamiento de la
epidermis por hiperplasia simple. En dermis y tejido celular -
subcutdneo hay alteracién de los limites y configuracién, obser-
véndose condensacién de células de infiltracién y formaciones -
granulomatosas semejantes a reaccién de cuerpo extrafio. La -
condensacién citSgena constituye tres tipps de formaciones resi-

duales reactivas:

a) Granuloma de cuerpo extrafio en torno a las condensacio -

nes miceliana " granos "
b) Almacenamiento de granulacién pigmentaria.
c) Infiltracién difusa.
Los granulomas peri-micelianos son muy caracterfsticos:

El grano por condensaci6n de hifas, de color muy obscuro, cag
tafio - rojizo con porciones negras, se halla rodeado por un sin
cicio reticular de histiocitos, absolutamente desprovisto de infil
tracién leucocitaria, en el seno del cual por confluencia y plas-

modesmosis se forman células gigantes multinucleadas. (8,39, -
44, 66, 67).

Por fuera del anillo de histiocitos, bien limitado con respecto -
_ al tejido ambiente, se encuentra tejido conjuntivo joven con ten-
dencia fibrética y sumamente infiltrado por leucocitos. La in--
filtracién se compone exclusivamente de linfocitos y monocitos,

hall4ndose muy escaso mimero de leucocitos polimorfonucleares.

La infiltracién peri-granulomatosa se continfa con amplias ban-
das de infiltracién m&s densa, en cuyo seno existe intensa acu -

mulacién de pigmento café amorfo, granular o grumoso, en ma-
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crofdgos y en células multinucleadas. Las acumulaciones de -
pigmentos son considerables y muy densas, el pigmento es cas
tafio obscuro, transldcido, presentindose en forma de masas -

esferoides o amorfas cuyo tamafio varia de 1 a 12 micras.

Continuando las bandas de almacenamiento pigmentario, se en-
cuentran zonas de infiltracién pura difusa, parvicelular, con -
abundantes plasmocitog (18, 57, 66, 67).

Los granulomas peri-micdsicos no siempre presentan la estruc
tura descrita. En algunos de ellos, especialmente cuando -
los granos son muy grandes, la corona de histiocitos prolifera
tivos ha desaparecido; las células histiocitarias aisladas y fi--
broblastos jévenes invaden el grano miceliano que estd adheri-
do y parece continuarse con el tejido que lo rodea. En éstos

granos de gran tamafio ( 1 a 3 mm ) hay células de infiltra- -

cién, especialmente linfocitos con acentuada degeneracién (39.)

Por fuera de estos mismos granos se observa muy escasa in-
filtracién puns el tejido conjuntivo joven, que rodea a los gra-
nos pequefios, ha sufrido evidente esclerosis coldgena ( 39, -
44, 52 ). '

En el corte hay fragmentos cafés a rosas ( H&E ) de forma -
variable y de tamafio hasta de un centimetro de didmetro. El
grano es pequefio circular u oval, con vesiculas redondas u -
ovales cubierto de substancia café homogénea. Con la impreg
nacién argéntica de Hotckinss-Mac Manus se hace mds visibles

los filamentos y espacios, asf como las vesiculas del hongo.




Estos elementos con tintes rosas o negros, se distinguen f&cil-
mente del cemento, hay filamentos bifurcados, en forma de ar
tfculos cortos, moniliformes de difmetro variable de 2 a 5§ -

micras. Las vesiculas tienen un tamafio de 20 micras.

El cemento del grano es de color rojo con Mann, azul en Azul
de Toluidina de Dominici. Los granos vesiculosos en el cen-
tro no tienen tintes y tienen pequéi’ias masas que se colorean -
de rojo con la eosina, El grano est{ rodeado de células reac
cionales largas y prolongadas de contornos bifurcados sin bor-
de. El cemento del grano, en gran parte es formado por el -
huésped, la periferia del grano es rosa, que pasa a café en -
el centro, probablemente por la difusién de un pigmento de los
filamentos fingicos ( 66, 67).

4
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HISTOLOGIA CAUSADA POR Madurella grisea.-

Granos café claros cirsinados, situados en abscesos, los granos -
miden entre 0.4 y 2 mm de difmetro. Los elementos de la peri-
feria del grano son m&s cromogénicos, con presencia de cemento

café.

El cemento es granular y desaparece en la periferia quedando s6-
lo en el centro, en la porcibn periférica puede haber clamidospo -
ras, en la zona central hay hifas hialinas septadas; en ésta 4rea-
se puede obgervar mejor el micelio con PAS y la protefna fibro -
sa que se extiende hasta la superficie del grano. Hay leucocitos
p olimorfonucleares y células plasmé&ticas que tienen citoplasma -

PAS (+) se encuentran en la superficie.

Esta zona con la de H & E es acidéfila y posiblemente representa
una reaccién de antigeno-anticuerpo. La histiol isis aparece como
una funcién de los elementos inflamatorios degenerativos, hay pre

sencia de células mononucleares gigantes.

Hay coldgeno, células plasméticas y células mononucleares, estd -
libre de tejido granular infiltrado, hay proliferacién de fibroblas -

tos. Los capilares proliferan en el endotelio.

La epidermis exhibe acantosis y espongiosis numerosos melanéfo-
ros ademis de otros elementos celulares. Hay hiperplasia pseu -
doepiteliomatosa, tejido edematosos - eritematosos, el coligno es

t4 lisado.

La tincién de Metenamina de Plata (PAS) es positiva (6,15,62, 66,
67.)



El centro del grano es rosa o café con H&E, la zona periféri-
ca es café, las células reaccionales dan una banda roja irregu

lar.

La zona periférica es roja con Mann y Azul de Dominici. El

grano es menos regular ( 63, 62, 67, 66 )

Las secciones de tejido de los granos pueden ser clasificadas -

en tres grupos ( 5 0 ).
1= Hongos pigmentados
24~ Hongos no pigmentados

3.~ Actinomicetos ( bacterias )
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AGENTES CAUSANTES DE MICETOMA DE GRANOS NEGROS

CRITERIOS

1

'A.- ZONA CORTICAL
1) Color

2) Forma
3) Filamentos
4) Vesiculas -

5) Cemento
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B.- ZONA CENTRAL
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2) Filamentos
3) Vesiculas
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CARACTERES DE LOS GRANOS DE EUMICETOMA {(50)
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CAPITULO IV

PARTE PRACTICA



PARTE EXPERIMENTAL - MATERIAL Y METODOS

l1.- MATERIAL

- Agujas.de disecci6n

- Algodén absorbente

- Aplicadores de madera

- Barniz de ufias

- - Bebederos

- Bistur?

- Cajas Cople

- Cajas petri desechables de 100 x 10 mm
- Cajas petri de vidrio de 100 x 10 mm

- Cinta adhesiva

-  Cubre objetos

- Espédtula de aluminio

- Frascos viales de vidrio de 5 ml con tapén de hule

- G a 8 a

- Gradillas de aluminio para 20 tubos
- Gradillas de aluminio para 40 tubos
- " Gradillas de madera para 60 tubos
- Jeringas desechables para insulina ( con agujas )
- Lédpiz graso.

- Matraces Erlenmeyer de 250 ml

- Matraces Erlenmeyer de 300 mi

- Matraces Erlenmeyer de 500 ml

- Matraces aforados de 100 ml

- Matraces aforados de 500 ml

- Matraces Erlenmeyer de 125 ml.

- Mecheros Bunsen

- Morteros.



Papel adhesivo (masking tape)
Papel de estrasa grueso para esterilizar
Pinzas de dientes de ratén
Pinzas Millipore

Pinzas para depilar

Pipetas graduadas de 1 ml
Pipetas graduadas de 2 ml
Pipetas graduadas de 5 ml
Pipetas graduadas de 10 ml
Pistilos

Porta objetos

Portasas con asa micolégica
Probetas de 50 ml

Telas de asbesto

Tijeras de diseccién

Tripié

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm
Tubos de ensayo de 16 x 150 mm
Tubos de ensayo de 22 x 175 mm
Varillas de vidrio

Vasos de precipitado de 250 ml
Vasos de precipitado de 500 ml

Vidrios de reloj



2.~

EQUIPO

Autoclave
Balan;a Analftica
Bala_mza granataria
Estufa

Horno

Incubadora a 28°C
Incubadora a 37°C
Refrigerador

Microsgcopio 6ptico
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3.- REACTIVOS

- Acetona

- Agua destilada

- Asparagina

- Azul de algodén

- Agar Agar

- Bactopeptona

- Bilsamo de Caﬂadé
- Cera

- Cloruro de Potasio

- Cloruro de Sodio

- Eritrocina al 1%

- Etanol

- Formol al 10%

- Fosfato monobdsico de Potasio
- Galactosa

- Gelatina nutritiva

- Glicerina

- Glucosa

- Hidréxido de Potasio al 20%
- Lactosa

- L ugol

- Maltosa

- Metanol

- Nitrato de Potasio

- Nitrato de Sodio.
- Peptona

- Peptona de Casgefna



R e s ina

Rojo de Fenol
Sacarosa

Sulfato de Amonio
Sulfato Ferroso
Sulfato de Magnesio
Ur e a

Xilol




4.- MEDIQS DE CULTIVO

- Agar dextrosa al 2% o medio de Sabouraud sélide
- Agar cageina al 5%

- Apar caseina - peptona al 1%

- Agar harina de maiz (Corn Meal Agar)
- Agar infusién cerebro-corazén (BHI Agar)
- Agar papa-peptona

- Agar papa-zanahoria

- Agar Micosel

- Base caldo Rojo de Fenol

- Infusién Cerebro - quazén {BHI broth)

- Medio de Sabouraud liquido

- Medio de leche tornasolada

- Medio de gelatina nutritiva.
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5.- FARMAGOS

- Anfotericina B

- Cloranfenicol

- Diamino difenil sulfona (DDS)

- Fosfomicina

- Grigseofulvina P/G micronizada
- Ketoconazol .

- Rifampicina

- Sulfametoxazol - Trimetoprim

6.- PRODUCTOS BIOLOGICOS

- Mucina Géstrica de Cerdo ( Enzima )

- Adyuvante completo de Freud.

Te-__ ANIMALES DE EXPERIMENTACION

- Ratones blancos {Cepa Taconic)



Il PARTE.- METODOS

1.- TOMA DE MUESTRA. -

Sz tienen dos pacientes con Micetoma de granos negros que -
llegan a la consulta de micologia en diferentes épocas del afio
para datos ver resultados. ( Tabla # 1)

Se recolectan los granos de preferencia de las fistulas que no

se han abierto para evitar contaminaciones posteriores en las

gsiembras, para obtenerlos se abre la flstula, la piel es previa
mente limpiada con alcohol (se hace en las fistulas que estin ~
mis blandas y en las que el paciente refiere que le dan come-
z6n), después de la asepcia del 4rea fistulizada se procede a -
retirar la costra o hacer una pequefia incisién (con la aguja de
digeccifn) para dejar que drene todo el material (seropurulento
6 serosanguinolento) contenido en las fistulas en el que serén -
arrastrados los granos, que son retirados con el asa micolégi

ca, para su posterior observacién y siembra (14,40}.
2. - ESTUDIO MICOLOGICO. ~
Procesamiento de los productos patol&gicos. -

2,1.- Examen directo de los granos:
Los granos obtenidos son lavados con solucién salina -
isoténica estéril para quitar la sangre 6 pus que tengan
se ponen sobre un portaobjetos con una gota de Lugol 6
de Potasa al 20% con un cubreobjetos encima, se dejan

reposar para que sean aclarados poco a poco (l4,39).

Primero se procede. a observar las caracterfsticas ma-
corscépicas del grano {forma, color, tamafio y consis--



2.2.~

2. 3.-

2.4.-

tencia) y posteriormente se hace la descripcién micros-

cbpica de é&ste.

La observacién microscépica se realiza con lupa y con
los objetivos de 10X y 40X, para la identificacién del -
tipo de filamentos que los constituyen y otras caracte--

risticas especiales.
Limpieza de los granos:

Una parte de los granos extraldos de los pacientes son

lavados con solucién salina fisiolégica que contiene 0.5
mg/ml de cloranfenicol, agit4ndolos con fuerza para la
varlos o de preferencia disgregarlos para lavarlos me-
jor (40,43,70)(Ver resultados tsbla # II)

Cultivo de los granos:

Los granos previamente lavados son cultivados por -
duplicado en; Medio Micosel, Agar Sabouraud y Agar -
Infusién Cerebro Corazén al que se le adiciona cloran-
fenicol en solucién alcohélica (0.005 mg/100 ml), son-
incubados a temperatura ambiente (23 a 26°C)y a 37°C

durante 15 dfas para observar su crecimiento, ( Ver =
resultados Tabla III ).

Caracterfsticas Macroscépicas:

Se observan después de un perfodo de 15 a 30 dfas de
crecimiento de los primocultivos. Las caracteristi -

cas esenciales que se observan son:

- Aspecto de la colonia (forma, tamafio y caracteris

ticas especiales).
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- Presencia y tipo de filamentos aéreos.
- Coloracién por el anverso y reverso de la colonia
-  Presencia de pigmento difusible al medio de éult_i_

vo.
Examen microscépico de las cepas:

Para lograr alguna seguridad sobre el género del hon_
go causante del micetoma se recurre a la obgervacién

de las formas de reproducci6n, ésto se logra por exa
menes directos de las colonias con Azul de Algédén -
los que son expuestos al microscopio. Cuando las -
caracteristicas al examen directo de la cepa son tan -
egcagag como en estos casos, se procede a realizar -
microcultivos en medios pobres como: Papa - Peptona
Agar Harina de Maiz, Agar Sabouraud, Medio de Agar
Papa Zanahoria y en Agar Micosel. (Resultado tablas
IVvy V)

Método de microcultivo:

Se esterilizan durante 45 minutos a 180°C en una caja
petri dos portaobjetos, un tridngulo de vidrio (en el -
fondo de la caja se coloca.un papel filtro para lograr

la cdmara himeda), aparte se prepara el medio que -

" gerd utilizado y se vacia en una caja petri estéril, el

medio se fragmenta en cuadros y se depositan dos de
ellos en los portaobjetos sepanados, todo en 4rea es-
téril; el hongo se siembra en los cuatro lados dd - -
cuadro de medio y se coloca encima el portaobjetos, -

se le agrega agua glicerinada estéril (10%) para evi -



tar la desecacién del medio, todo lo anterior se hace -
para respetar las estructuras del hongo y posteriormen

te tefiirlo, de la siguiente manera:

1. - Retirar el exceso de medio ( en 4rea estéril).

2.~ Fijar con alcohol metilico ambos portabbjetos.

3.~ Tefir con eritrocina al 1% con emisién de vapores
durante 10 a 15 minutos.

4, - Quitar el exceso de colorante con alcohol etilico.

5., - Poner los portaobjetos en cajas de Cople que con-
tienen acetona durante 10 minutos.

6., - Poner los portacbjetos en una mezcla de acetona-
Xilol (50% v/v) durante 10 minutos.

7. - Después se ponex; en Xilol durante 10 minutos més
(en éste paso se puede interrumpir el proceso para
después hacer el montaje).

8. - Montar con b&lsamc de Canadd o Resina (dejar se-
car) (14,43).

9. - Observar al microscopio.
2.6.- Biopsias de los pacientes:

Para observar la presencia‘de granos en cortes histold-
gicos, se manda hacer biopsias de los pacientes y su -
posterior tincién de ellas con H & E, Grocott y Gomori
(PAS). (Tabla VIII). '
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3.1.-

3-20"

3-3.-

3.4.-

ESTUDIO DE LAS CEPAS.-
Examen directo:

Se efectda el examen con Azul de Algodén y ciata adhe-

giva de ambas cepas en medios como: Papa Peptona, -
Agar Harina de Maiz, Agar Sabouraud, medio de Agar
Papa Zanahorig, Agar Micogel, Agar Caseiha al 5% y -
Agar Caseina Peptona.

Microcultivo:

Se realiza por el método descrito en la seccién 2.5 en
diferentes medios como: Papa - Zanahoria, medio de -
Agar Sabouraud, medio de Agar Papa - Peptona, que -

fueron tefiidos con eritrocina.
Medios egpeciales:

Debido a la dificultad de lograr desde el aislamiento y
posterior crecimiento e identificacién de las formas re-
productivas se hacen siembras en medios pobres (medio

papa - peptona, medio peptonado, medio harina de maliz

medio de papa=zanahoria.) para obligar al hongo a for

mar mayor cantidad de formas de reproduccién, ade-

méds de sembrarlos en medios ricos para observar la

formacién de caracterlsticas especiales, tales medios

son: {agar caseiha al 5%, agr casefna peptona al 1% y

agar infusién cerebro-corazén) (Resultados tablas IVyV).
Pruebas bioquimicas:

Estas pruebas comprenden las que nos dardn la mayor
parte de la informacién acerca del género y nos podré&n

ayudar a determinar la especie, en €stas pruebas - -
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se comprenden:

l.- Prueba de temperatura 6ptima de crecimiento. -

Se hace mediante cultivos en medios habitualmente
ugsados en micologfa (papa-peptona, agar harina de
maiz, medio de Sabouraud sélido, medio micosel -
sélido, papa zanahoria agar y medio de infusién -
cerebro corazén) los que son sembrados e incuba-
dos a 28°C y a 37°C (todo ésto por duplicado) el -

crecimiento serd observado a los 7, 15 y 30 dfas.
t

Prueba de asimilacién de fuentes de carbono.-

Es en la que se utiliza el medio sugerido por Ma-
ckinnon (ver seccién 5), adicionado de los carbohi
dratos (glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa) en -
los que se siembran ambas cepas y se observa el

crecimiento y asimilacién del azidcar.

Agimilacién de fuentes de nitrégeno se emplea tam
bién el medio sugerido por Mackinnon (33, 34) pe-
ro adicionado de fuentes de nitrégeno orgénicas e -
inérgénicas como son: (nitrato de sodio, nitrato de
potasio, sulfato de amonio, agparagina y urea), se
observan a los 7, 15 y 30 dfas su crecimiento y -

utilizacién de la fuente de nitrégeno.

Licuefaccién de gelatina usando el medio especial

para este fin y usando temperatura ambiente en am
bas cepas, observando el crecimiento a tos 7, 15,
30 dias para observar si ha habido licuefaccién de

la gelatina.



3.5.-

5,~ Prueba de utilizacién de la caseim.-

Se hace en el medio especial para ello, con incuba
cién a temperatura Sptima de cada una de las ce -
pas y observdndose el crecimiento a los 7, 15 y -
30 dfias.

En todos lo medios anteriores se observa la forma, co
lor, tamafio, caracteristicas especiales y pigmentos di-
fusibles al medio de ambas cepas, as{ como el tamafio
del crecimiento colonial y el vire del indicador para -~

medir la utilizacién de las diferentes substand as. (re-~
sultacds ver tabla VI).

Estudio de sensibilidad a Fdrmacos "in vitro®

El método empleado es el de diluciones en tubo (23, 64)
efectuado en infusién cerebro corazén para M.mycetomi
y en caldo Sabouraud para M. grisea se han utilizado -
estos medios porque permiten un buen desarrollo de las

cepas ademés de ser de f4cil preparacién y manejo.

Los f4rmacos probados son: Anfotericina B, Diaminodi-
fenil sulfona, Fosfomicina, Griseofulvina P/G microni -
zada, Ketoconazdl, Rifampicina y Sulfametcxazol.-Tr:im_g_
toprim. (4,12,37).

Los intervalos de concentracién empleados son los que -
han sido probados para ambas cepas como mihimos y -
méximos inhibitorios tomé4ndose en cuenta sus niveles -

en plasma, amplifndose mds para observar sus efectos.
ElL método de las diluciones consiste a grandes rasgos:

- En hacer una dilucién del f4rmaco de concentracién
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conocida en el disolvente adecuado.

A partir de esta dilucién hacer la demés: si es en -
medio sélido, se agregardn al medio que se utilicen,
8i se efectda como en éste caso, en medio liquido -
se tomar4 en cuenta el volumen de medio para saber
cuanto de la diluci6én debe afiadirse para obtener la -

concentracién final deseada.

Teniendo ya todas las concentraciones en que se van
a probar los diferentes fdrmacos, se adiciona un cre
cimiento homogéneo de las cepas en cantidad constan
te (cultivo homogéﬁeo en medio liquido 0.5 ml). La
cantidad de medio utilizado - también es constante 5 -
ml, lo que varfa es la cantidad de dilucién que se -
adiciona para obtener la concentracién deseada. (37,
64) (Ver resultados tabla VII).

4,- ESTUDIO DE PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS "IN VIVO"

Se efectia en ratones blancos cepa Taconic, para observar la ca

pacidad de causar alguna lesién de tipo micetoma.

4,1, -

Para la inoculacién de los ratones se usd el método de -

la mucina{Mucina al 5% m&s triturado de colonias) con -
la modificacién del empleo de adyuvante Completo de - -

Freud para potencializar su accién . (22,21, 26).

'El inéculo serd de 20 mg/ml. de cepa, inoculdndose. 0.1
ml en el cojinete plantar de 4 ratones por cada cepa, te
niendo ademé4s ratones testigos que son inoculados unica
mente con solucién de Mucina al 5% preparada en solu -
cién salina isot6nica estéril. Se efectudn 3 inoculacio- -

nesinuna en la forma mencionada y las dos siguientes -

. 69 -



empleando el Adyuvante de Freud 0.05 ml y 0.05 ml del
triturado de la colonia m4s Mucina (5%) también por ino
culacién en el cojinete plantar, todas las inoculaciones -
anteriores se hacen en condiciones estériles para evitar
infecciones y contaminaciones ca otros microorganismos,

que pudieran dar falsas positivas.

A los cuatro meses son sacrificados los animales, efec-
tudndose examen directo, cultivo y biopsias de las patas
y otros drganos en los que hay posibilidad de presencia

de granos ( 21 ).

Las biopsias se procesan y se tifien con H & E para ob
servar alguna reaccién inflamatoria o formacién de gra-

nos.,
4,2,- Muerte de los ratones. -

El método empleado es el de descerebracién que es el -
mdés adecuado por no causar cambios en los tejidos, des
pués son abiertos y se les extrae higado, pulmones y co
razbén, se les corta la pata por ser los érganos més su-

ceptibles a la proliferaci6n del eumicetoma.
4.3.- Procesamiento de las muestras:

Se cortan pequefios pedazos de los diferentes Srganos ex
trafidos y se siembran enmedios de Sabouraud, Infusién -
Cerebro - Corazén Agar a sus temperaturas Sptimas res-
pectivas, para observar si hay algdn crecimiento, se ob
serva a los 7,15 y 30 -iés.

Se hacen examenes directos de pequefios pedacitos delos
6rganos para observarlos al microscopio. El resto de -
los 6rganos se envia al laboratorio de Histopatologia para

su procesamiento y tincién (Resultados tabla IX ).
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4.4.,- Lecturas. -

Las lecturas de los cultivos se realizan a los 7, 15, 30
y 60 dlas para poder observar si hay algin desarrollo -

de las cepas.
5.- MEDIOS USADOS - (Férmula y Preparacién).

a) Medio Sabouraud:

Férmula: Dextrosa == =-c-uacunc-- 40 grs.
Peptona «-~--cccca-anan 10 grs.
Agar -------- -==- 20 grs,
Agua destilada -~ - -~--- 1000 ml.

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos a
15 lbs de presién., Si se usa Caldo no se le agrega -

Agar.

Se distribuye en tubos en volumen de 8 a 10 ml y se in

clina antes de que solidifique el medio (14 43,51,66).
b) Medio Micosel:

Su f6rmula es igual que la del medic Sabouraud, la dife-
rencia es que se le adicionan antibiticos en la siguiente

proporcién:

Actidione(Ciclohexamida) ---- 400 mg/1t
Cloranfenicol ----=-u-- - 50 mg/lt

El primero se disuelve en 5 ml de acetona y el segundo -
en 5 ml de alcohol etilico, se adicionan una vez que el -

medio ha hervido, se integra, se esteriliza de igual mane

ra que el anterior ( 43. 51).



c) Medio Papa - Zanahoria:

Férmula:

.Pulpa de Zanahoria - -~~~ - - 20 grs.
Pulpa de Papa -~«=w--=«w--=- 20 grs.
Agar --ccmeeaccnan- 18 a 20 grs
Agua destilada -~ -~ «- -« - - 1000 ml.

Las pulpas se pesan y se fragmentan en pequefias porciones,

se hierven a fuego lento durante 1 hora, se cuelan, se les -

adicicna el agar y més agua si hace falta por la que se haya

evaporado a completar el litro se calienta para disolver el -

agar, se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min. a-
15 1bs. de presién.. (51,66).

d) Medio Agar Papa-Peptona:

Férmula:

Pulpa de papa --=-==-=-=«-«-= 20 grs.
‘Peptona == -c-eeaano.- 10 grs.

A gar caceencnnnnnns 18 a 20 grs
Agua destilada -----=---- 1000 ml.

Se hierve la pulpa'de papa durante 1 hora con el agua, se -

cuela y después se le adiciona la peptona y el agar se calien

ta para disolver el agar y se esteriliza a 121°C, durante 15

minutos a 15 lbs. de presién.

Los medios son distribuidos en los tubos en cantidad de 8 a

10 ml y después de esterilizados se inclinan (si son sblidos)

e) Medio Agar Infusién Cerebro Corazén:

Se pone el medio de Infusién Cerebro Corazén en la canti

dad que se requiere para el volumen de medio y se le -

adiciona el agua destilada y el agar, se caliente hasta que -

se deshace el agar y se esteriliza igual que los anteriores.



f} Medio de Agar Harina de Malaz:

Harina de Maiz (Corn Meal ) en la cantidad sugerida

segin la casa que la fabrica.

Férmulas Agar-—=-cecaccuaaax 20 grs.
Agua destilada-~ -~~~ 1000ml

Se distribuye y esteriliza de la misma manera que -

las anteriores.

g) Medio de Agar Caseiha al 5%:

Férmula: Agara-—-ceaeacnaaana- 20 grs.
Peptona de casefna - ---- - 5 grs.
Agua destilada-~ ~«« ===~ 100 ml.

Se distribuye en los tubos y se esteriliza a 121°C -

durante 15 minutos a 15 lbs. de presién.

h) Medio de Agar Caseina Peptona

Férmula: Agare-mecmercanncnna 20 grs.
Peptona ==-~-c-cccncuaa- 1 grs.
Peptona de Casefna - - ---- 1 grs.
Apua destilada ------~-- 100 ml.

i) Medio para la utilizacién de Carbohidratos:

Sugerido por Mackinnon ( 33, 34 ).

Férmula: Fosfato Monob4sico de Potasio - 1.0 grs;
Sulfato de Magnesio -----«~~-- 0.5 grs.
Cloruro de Potasio =«-=~«-w-- 0.5 gra.
Sulfato ferroso -- ------c-w-- 0.01 grs
Asparagina----—-----;----- 1.5 grs.



Pdrpura de Bromocresol - ~ 15.ml

(sol. acuosa al 0.04% ).
Agua destilada ~- -~~~ ~- - 1000 mi

Al medio anterior se le hicieron algunas modificacio
nes, se usé el Caldo Rojo de Fenol Base, medio li-
quido para la determinacién de reacciones de fermen
tacién de azudcares. Ya que su constituyente princi-

pal es la Peptona de Caseina carente de hidratos de

Carbono.
* Férmula: Tripticaga ==-=mwmwwmax 10 grs/lt.
Cloruro de Sodio =---=-- 5 grs/lt.
Rojo de Fenol------=-=-n 0.018 gr/1t

pH 7.4 +.  Se le adicionan los ingredientes restantes
y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos ( 15 lbs -
de presién ) se enfrfa a 45°C, para adicionarle la so

lucién del azdcar, previamente esterilizada.

Los azicares se preparan en soluciones al 20% que son
esterilizadas a 115°C durante 10 minutos, estas solucio-
nes son adicionadas al medio anterior en proporcién de

20 gotas en cada 8 ml de medio.

Estas pruebas se hicieron por duplicado tanto en tubos -
- como en cajas, con un inSculo uniforme y como pre -

viamente se ha determinado la temperatura Sptima de -

crecimiento de ambas cepas se incuban a éstas y lag =~ -

lecturas de resultados se hacen a los 7, 15 y 30 dias. -



Teniendo controles a los que no se les adiciona el azdcar,

sllo 20 gotas de agua destilada estéril.

J) Medio para la utilizacién de fuentes de nitrégeno:
Mackinnon { 31, 33 ).

Férmula:

Fosfato monobdsico de Potasio -~ 1.0 grs.

Sulfato de Magnesio ==~ -« w-mww- 0.5 grs.
Cloruro de Potagio ==-w-w==-=-- 1.0 grs
Sulfato ferroso --«eceammaa - 0.01 grs
Dextrogsa ~rewccccaanann 30 grs.

Gli¢derina -----cocova-n- 50 grs.

Ag AL cm memmmnmame——a- 20 grs.

Agua destilada - - ~- - = - - .- 1000ml.

Rojo de fenol (fenolsulfonaftaleina) 0.02% (disuelto en etanol),
que tiene un intervalo de pH de 6.8 a 8.4 (Vire de Amarillo

a Rojo), en ambos medios se hace el ajuste del pH entre -

.2y 7.4

Se ponen en tubos 8 ml. ' Se esterilizan y se adicionan 20 -

gotas del compuesto nitrégenado (urea al 2%, asparagina al

2%, nitrato de potasio al 1%, bactopeptona 10%) previamente

esterilizados a 115°C durante 10 minutos. Se hacen las lec

turas a los 7, 15, 30 dfas. Se tienen controles sin fuente -

de Nitrégeno a los que se les adicionan 20 gotas de agua -

destilada estéril.

También se efectia en cajas, el in6culo es uniforme para -

todas estas pruebas.



K) Medio para licuefaccién de Gelatina:

Férmula:

Gelatina ~~-«ccccenneana 120 grs.
Infusién Cerebro Corazén - - - éS grs.
Agua destiladar e wvcecccn-- 1000 ml.
pH 7.2 2 7.4

Se puede usar la Gelatina nutritiva que se utiliza para -

bacterias, este es el siguiente:

Polipeptona = = «vcceccwn-- 5.0 grs -
Extracto de carne de res --- 3.0 grs
Gelatina =ememecaammn- 120 grs.

pH final 6.8 *+

Se esteriliza a 121°C a 15 lbs. de presi6n durante 15 min

1) Leche tornasolada:

‘S22 compone de leche descremada deshidratada y torna-

sol para producir el color lavanda.

Se esteriliza a 113 6 115°C durante 20 minutos (15 lbs

de presién), se deberd evitar el calor excesivo porque

carameliza la leche.



RESULTADOS

TABLA # 1

DATOS DE LOS PACIENTES DE MICETOMA DE GRANOS NEGROS.

i 1
:I.nicial.es ' H.M.J t P, C. J. M.
1 1
1 1 1
: Sexo : Masculino ! Masculino
] ]
! 1 ) 1
:Edad ' 23 afios 1 13 afios
] 1
1 1] . t
; Ocupacién ! Vaquero ! Escolar
] ] 1
; Procedencia ! Estacién Tamuin ! Ejido San. Rafael
' X San Luis Potos{ X Guasave., Sin.
! ' ]
: Localizacién : Pie izquierdo : Dorso y borde -
, ! ' lateral del pie -
! ' ‘ izquierdo.
] ] ]
]
+ Evolucién : 1 afio, 3 meses : 4 afios, 6 meses
! ] [
]
' No. Micolobgico 1  254-82 \ 50-83
' ] ]
]
' No. expediente »  3094-82 i 566-83

e ma e e e e o G e e e R e o e e e e M G e s W M BE M M R e M Ge e B L M e e e e e s e

Ambos pacientes llegaron a la consulta externa del Servicio de -
Dermatologfa del Hospital General de ‘México { S.S.A.) en diferen
tes fechas y después mandados al Laboratorio de Micologia del -
mismo scrvitio para el estudio e identificacién de los agentes - -
etiol6gicos. En el servicio de Histopatologla del mismo hospital -

se hizo el estudio de sus biopsias. ’



TABLA # 11

DESCRIPCION DE LOS GRANOS OBTENIDOS DE

Caracteristicas macroscépicas:

1254-82 (H.M.J.)

Forma: Redondos u ovales -~
irregulares.

Color café obscuro

Tamaiio 0.5-4 mm (agregados)

Consistencia Blandos

254-82 (H.M.J.)

Caracterfsticas microsc6picas:

Granos filamentosos
formados por hifas
gruesas hialinas y -
fuliginosas .
Pigmentadas de color

café claro.
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AMBOS PACIENTES

150.83" (P.C.J.M.)

Redondos irregulares.

Negro carbén.
1.0 a 4 mm(agregados)

Duros, ceden a la pre
sién.

50-83 (P.C.J.M.)

Granos filamentosos
con hifas gruesas de
aproximadamente 2 -
Mo més, presentan
clamidosporas, pig--
mentados color café

OCree.



TABLA # 111

DESCRIPCION DE LOS PRIMOCULTIVOS

Los granos obtenidos de los pacientes, previamente lavados con

solucién que contiene cloranfenicol son sembrados en los medios

usuales para el estudio micolégico.

Los diferentes medios de cultivo son incubados a temperatura -
ambiente (23 a 26°C) y a 37°C, debido a que la cepa 50-83 sélo
crecid en Medio de Agar Infusin Cerebro Corazén, se har4 dni

camente esa descripcién.

septadas muy nume
rosas.

' 254-82 ! 50-83
' 1
MEDIO SABOURAUD ' (sdlido) ; 8in crecimiento
t 1
Anverso : :
Forma : colonia extendida, : sin crecimiento
t  vellosa. '
) ]
Color : Gris :
' ]
!
Tamafio \ Se extiende rdpida
, mente en el medio |
+ a temp., amb. '
] ]
] [}
Caracteristicas 1 Micelio aéreo, cor 1
especiales i to, gris-blanqueci- |
' Nno. 1
1 '
] ]
Reverso ' '
1 )
) ]
Pigmento: * No hay pigmento di 1
i fusible al medio, - |
' en el reverso pre - !
, senta tonos obscuros :
: {negros) :
Caracteristicas 1 Hifas gruesas, hiali |
Microscépicas: v nas o fuliginosas -
: |
1) [}
1 ]
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Continuacién....

MEDIO MICOSEL

Caracteristicas
Macroscdpicas:

Anverso:

Forma:

Color:

Tamafio:

Caracterfsticas
especiales

Reverso:

Pigmento:

Caracterfsticas
Microscépicas:

TABLA # 111

254-82

Colonia vellosa, -
acuminada muy ex
tendida.

Gris

Crecimiento muy -
ripido a tempera -
tura ambiente

Micelio a€reo cor-
to, color gris - -
blanquecino.

Sin pigmento difusi
ble al medio, colo
nia obscura.

Hifas hialinas y -
otras de tonos ca -
fés, septadas.

I I I T T T T R I I I I B I A i

50-83

Sin crecimiento



TABLA # III

Continuacidén: ...

MEDIO DE AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI).

! 254-82 ' 50-83 '

] ] L]

Caracterfsticas ' X '

Macroscépicas: ' ‘ '
| ! I

Anverso: 1 ' '

: ] i

Forma: 1 Colonia vellosa - '  Medio adicionado
i acuminada. i de cloranfenicol

' : t  0.005% colonia - 1

: : poco vellosa. X

1 ] ]

Color ; : Gris 1+ Beige '

[} ]

Tamafio , Crece mejor a - | Mejor crecimien
1 temperatura am- 1 toa 37°C. '

i Dbiente. X :

] ] t

Caracterfsticas ; Micelio aéreo - | Micelio aéreo pge ,

especiales: v gris blanquecino, t  queflo, wlor bei-t

| abundante, corto. : ge, presencia de ,

! t  estriaciones. !

L} ] t

) ] '

Reverso: ' ' 0
——— ) ] 1]
) 1 )

Pigmento: !  Sin pigmento difu ' Café - Ocre difu !
] N . - ) N . o |

. sible al medio, - , @ible al medio. ,

: colonia obscura. : :

1 ] )

Caracteristicas : Hifas hialinas y - : Hifas gruesas, - :
Microscépicas: ., + otras fuliginosas, ; con presencia de .
: geptadas gruesas. : clamidosporas -~ :

) 1+ aisladas o en gru.

X i po de color café |

t 1 [}

obscuro.

Ambas cepas tienen una temperatura en que su crecimiento es mis
abundante, para la cepa 254-82 es temperatura ambiente y para la

50-83 crece mejor a 37°C.



TABLA # 1V

DESCRIPCION DE LAS COLONIAS EN MEDIOS ESPECIALES

De las colonias obtenidas de primocultivo en los medios ya men-
cionados en la Tabla IlI, se hacen subcultivos en medios pobres
que nos dan més caracterfsticas microscépicas (formas reproduc
tivas), estos medios son usados asimismo para realizar los mi~
crocultivos que nos darén formas especiales de reproduccifn pa-
ra hacer la identificacién de la eapecie, puds con el estudio his
topatolégico se identificé el género.

blanquecino,

. 254-82 | 50-83
] 1
AGAR PAPA X !
PEPTONA ' :
1 t
Caracteristicas : :
Macrosc6picas: ' 1
] ]
Anverso: ' O
] )
] 1
Forma ' Colonia velloga, - 1+ Colonia vellosa
, delimitada y acu -~ | blanca, cerebri
: minada. +  forme.
[
[} '
Color ' Gris ¢ Blanca-beige -
: : (blanca sucia).
. 1 ) b
Tamafio l. Poco crecimiento : Crecimiento -
: a 37°C, bueno a - : abundante
. temperatura am-- , a 37°C (2 cm).
: biente. (5 cmas. ) : poco a temp. -
1 y ambiente.
] L]
Caracterfsticas \  Micelio aéreo cor \  Presencia de -
especiales : to, de color gris- : Esclerotes.
t ]
] )



TABLA LV

Continuaciéneeeoers

linas o fuliginosas
septadas, escasas
clamidosporas.

Microscépicas: presencia de cla
midosporas aisla
das o en grupos-

color café.

: 254-82 50-83

|

: Reverso:

§

; Pigmento: Sin pigmento di- Pigmento difugi
1 fusible, ,color - ble ocre-tonos-
: obscuro en colo cepias,

1 nia

1

]

' Caracter{sticas Hifas gruesa, hia Hifas gruesas, -
1]

[}

]

1

i

1

}

]

)

AGAR HARINA
 DE MAIZ

]

1 Caracter{sticas
! Macroscépicas:

ambiente. 2,5 cm a 37°C

: Anveérso:

E 1

; , Forma: Colonia vellosa, « Colonia vellosa, -
1 acuminada micelio blanca-sucia.
X aéreo blanco.
]
} Color: Gri s Blanca-beige.
]
, Tamafio: 2.5 cm a temp. -
X
]

Abundante forma -
cién de micelio -
aéreo grisdceo.

' Caracteristicas
: especiales:
, ‘

5.
.
'Qeverlo:

: Pigmento:
]

Presencia Escle-
rotes

Obscuro, no difun
de al medio.

Pooo pigmento -
ocre difusible.

; Caracteristicas
' Microscépicas
1

Hifas gruesas fuligi ;  Hifas gruesas con
nosas o hialinas sep ! clamidosporas a-
tadas, algunas clami , bundantes color -
dosporas ' obscuro(fuligmoaaa):

)
- 83 -

]
)
]
'
]
i
1
!
1
'
]
]
]
t
]
]
]
]
]
]
t
'
'
'
)
'
]
'
'
1
]
1)
1
'
]
¢
)
'
]
]
]
1
]
]
!
]
i
!
t
]
1
'
1
!
'
]
'
1
1
1
'
'
J
'
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Continuaciédn.....

AGAR SABOURAUD

Caracterfsticas
Macrosc6picas:

Anverso:

Forma:

Color:

Tamaflio:

Caracteristicas
 especiales:

Reverso:

+ Caracteristicas
Microscépicas:

NOTA:

TABLA ¢ 1V

e m e e e e e e e M T e mmoem e ke e e = = = e

254-82

Colonia vellosa,
acuminada.

Gris, tonos ro ~
jizos.

Temp. ambiente
(8 cm), mejor -
desarrollo que a
37°C.

Abundante forma
cién de micelio
aéreo.

Sin pigmento di -

"fusible.

50-83

a 37°C colonia
vellosa, peque
fla. Temperatu
ra ambiente -
sin crecimien -
to a 25°C.

Café- Beige.

a 37°C alcanza
0-7 Cmas.

Colonias peque-~
flas delimitadas,
micelio aéreo -
corto
C olor ocre difu
sible.

En todos los medios especiales se presentan las mismas

para la cepa 254-82 (micelio abundante grueso, fuliginoso y hialino -

septado en ocasiones algunas clamidosporas, ésto fue observado tam

bién en los microcultivos).



TABLA # 1V

Continuacifn..s..s

La cepa 50-83 presenta mayor cantidad de caracterfaticas repro-
ductivas tanto en el microcultivo, en el que se observan fialides

en una sola ocasi6n a pesar de ser repetido, se obgervan abun -
dantes clamidosporas en grupo o aisladas e hifas gruesas fuliging
sas. Por lo anterior, no se haridn las descripciones microscépi-

cas en los medios especiales.

 AGAR PAPA 254-82 50-83

1 ZANAHORIA
!

' Caracterfsticas

» Macroscépicas:
!

: Anverso:

Forma: Colonia vellosa, Colonia vellosa,
acuminada. cerebriforme.

Color: Grisécea - blan- Beige ~ blanco.
quecina.

Tamaifio: 6 cm al mes de 2.5 cm después
temperatura am - de incuba-
biente. cién a 37°C

Caracteristicas Presencia de pe- Presencia de -

especiales: quefios Esclerotes
negros, sélo en -

egte medio,

Esclerotes abun
dantes

Reverso:
Pigmento: Tonos obscuros de
tr{s de la colonia,
sin pigmento difusi
ble.

Pigmento difusi

! ]

' '

) 1

[ '

' 1

' ]

1 ]

' '

' i

] t

1 [}

' [}

1 ]

[ '

' '

[ '

i I

' '

] 1

t ]

' 1

: crecimiento a3 - i de un mes -
t

¥ 1

1 '

1 !

] )

] )

1 1

' 1

[ '

[ '

] '

L] ]

[ '

' '

] ]

] 1

1 1

: : ble ocre.

[ '

! '

] 1



Continuacibén......

AGAR INFUSION

TABLA # IV

1 CEREBRO - CO-

! RAZON.

]

| Caracter{sticas
t Macroscépicas:
]

'

' Anverso:

[}

Forma:

Color:

Tamafio:

especiales:

AGAR BHI

1
]
}
1
'
]
]
]
]
[]
)
]
1
1
[
1
: Caracteristicas
1
t
1
'
]
]
t
] 3 .
, Pigmento:
1
]
]
1
'
1

254-82

Colonia acumina-
da, vellosa.

Gris4ceo.

Buen crecimiento.

Micelio aéreo abun
dante

Sin pigmento difu-
gible

- e e e m e m e et e e e e e e e e e = e e e e e M oam e e

50-83

Colonia cere-
briforme.

Beige

Mejor creci -
miento a 37°C
(3cm) al mes
de incubacién.

Abundante for-
macién de Es-

clazotes,

Abundante pig-
mento ocre que
difunde al me -
dio.



e

Continuacifn.e.ss..

AGAR MICOSEL

TABLA # IV

Caracteristicas
Macroscépicas

Anverso:

Color:

Tamafio:

Caracteristicas
especiales:

Reverso:

Pigmento:

AGAR CASEINA

AL 5%

Formas:

Color:

Tamafio:

Caract. esp.

Pigmento:

254-82

Colonia vellosa,
acuminada y de_
limitada

Tonos rojizos

6 cm al mes de
incubacién a tem
peratura ambien-
te.

Bastante desarro
1lo de micelio -~
aéreo,

Negro, no difusi
ble.

Colonia vellosa, -

obscura, acumina

da con halo velloso
blanco.

Gris obscuro (negro)

Buen crecimiento -
2-3 cms,

Micelio aéteo gris

Sin pigmento difusi-

ble.

50-83

Colonia con vello-
corto, cerebrifor-
forme.

Beige
Al mes de incuba

cién a 37°C (2.8
cm).

Micelio aéreo cor

to.

Pigmento marrén
ocre que difunde
al medio.

Colonia poco vello-
cerebriforme

Blanco-beige tonos

‘obscuros

Muy buen crecimien

to 3 a4 cms.

Micelio aéreo corto

Pigmento difusible -

ocre.



TABLA # IV

Continuacidn.. v,
254-82 50-83

AGAR CASEINA

PEPTONA
Formai Colonia vellosa, poco Colonia poco ve
acuminada. llosa, cerebri -
forme.
Color: Gris Beige
Tamafio: 3 ecm al mes de 3.5 cm al mes

de incubacién a
37°C.

incubacién a tem
peratura amb.
Reverso:

Poco pigmento -
ocre difusible al
medio.

Sin pigmento di-
fusible al medio.

Pigmento:

)
t
1
]
]
1
i
1
]
t
'
1
]
)
]
1
1
|
]
]
'
1
'
]
1
t
J
!
1
]

Log esclerotes son estructuras que aparecen en los medios de -
cultivo, se piensa que son formas de resistencia que tienen mu -

cha semejanza con los granos de los agentes etiol&gicos

NOTA:

Las caracteristicas dadas sonleldas cada semana por intervalos -
de un mes, todos los medios se emplearon en duplicado tanto pa °
ra su incubacién a temperatura ambiente como a 37°C las lectu -

ras reportadas, después de un mes de incubacién.



TABLA # V

RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE M. mycetomi EN LOS MEDIOS
ESPECIALES.

CEPA 50-83 TEMPERATURA OPTIMA 37°C

lio aéreo corto, pig-:
mento difusible ocre:

' MEDIOS 1+ CARACTERISTICAS 1 CARACTERISTICAS '1CARACTERISTICAS
'  _MACROSCOPICAS _ ! MICROSCOPICAS _ | ESPECIALES
' [ 1 []
, AGAR PAPA , Colonia vellosa blan |Presencia de hifas - | Esclerotes.
+ PEPTONA t ca -beige, cerebri -igruesas, clamidospo 1
, forme. Pigmento -~ ras abundantes. :
| ocre difusible. ' '
1 ' . 1
AGAR HARI- ' Colonia de vello cortClamidosporas, hifas + Esclerotes,
NA DE MAIZ : to , blanco sucia, -,gruesas. :
: poco’ pigmento ocre, ' !
1 difusible. y ‘
P ] t t
AGAR SABOU | Colonia beige, cerg ,Abundantes clamidos
RAUD. : briforme, poco ve - | poras. !
1 llosa con pigmento -, ]
i ocre difusible. : '
] ] [}
AGAR PAPA- | Colonia beige-blan- !Clamidosporas, hifas (Esclerotes.
ZANAHORIA. « co sucié, cerebri-- ifuliginosas y FIALI -,
; forme, con vello - |DES '
+  corto, pigmento - - 1 '
| ocre difusible. ' !
] ] )
AGAR BHI i Colonia beige, cere ,Clamidosporas, hifas| Abundante forma
‘ + briforme, poco mi- 1fuliginosas t cién de ESCLE-
, celio afreo, abun-- | | ROTES,
' dante pigmento ocre
,  difusible, ,
1 ]
AGAR MICO- | Colonia beige, cere ,Clamidosporas, hifas
SEL. ' briforme con mice - !fuliginosas
[}
1
t
]
,

L I T T T T T T N e iy S gy S LS RO RO oy



TABLA # V

Continuacibn «ssoeus

MEDIOS ' CARACTERISTICAS ' CARACTERISTICAS ' CARACTERISTICAS

MACROSCOPICAS

MICROSCOPICAS

ESPECIALES

AGAR CASEI- Colonia beige, - Clamidosporas, hi
NA AL 5% crece més que - fas fuliginosas. -
en otros medios, gruesas
micelio aéreo -
corto, pigmento
ocre.
AGAR CASEI- Colonia beige, - Clamidosporas hi-
NA PEPTONA cerebriforme, -~ fas fuliginosas ~ -

con poco pigmen
to difusible.

gruesas.



TABLA # V

RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE M.grisea EN LOS MEDIOS -
ESPECIALES.

CEPA 254-82

TEMPERATURA OPTIMA 30°C

vellosa, gris, sin
pigmento difusible.

fuliginosas, pre -
sencia de clami -
dosporas.

MEDIOS ! CARACTERISTICAS | CARACTERISTICAS !'CARACTERISTICAS
+ _MACROSCOPICAS :_ MICROSCOPICAS , ESPECIALES
[} [} ]
!
AGAR PAPA- 1 Colonia con mice - . Hifas gruesas, - . Abundante mice-
PEPTONA. : lio aéreo abundante , septadas, esca-- : lic aéreo, grisi
' gris, sin pigmento, 1 sas clamidospo - :+ ceo.
i difusible, acumina- ] ras. ,
1 da. ' '
] ] 1
] i 1
AGAR HARI- : Colonia acuminada, ¢  Hifas gruesas, -
NA DE MAIZ , gris vellosa, sin - : scptadas, hialina :
' pigmento difusible. vy fuliginosas, es
; . casas clamidospo ,
! ! ras. !
[} ' ]
' ] ]
AGAR SABOU ! Colonia acuminada !  Hifas gruesas, - !
RAUD , gris, tonos roji- - ,  septadas, hialina |
) : zos abundante mi-~ oy fuliginosas, es !
+ celio aéreo. + casas clamidoapo \
' ' rag. !
' 1 !
‘ ) [} ]
AGAR' PAPA- : Colonia gris, con : Hifas hialinas y - : Presgencia de
ZANAHORIA. : abundante micelio  fuliginosas, grue , Eaclerotes.
, afreo gris-blanco | sas escasas cla - X
« sin pigmento difu- « midosporas. 1
1 sible, : !
1
. ] . [} [}
AGAR BHI |, Colonia acuminada ,  Hifas hialinas y - !
' : :
[ ] 1 '
1 1] 1
) 1] [}

9



TABLA # 5

Continuacidn.e, o eoes

sin pigmento difusi-
ble.

dosporas.

MEDI1OS '+ CARACTERISTICAS + CARACTERISTICAS : CARACTERISTICAS
i _MACROSCOPICAS | MICROSCOPICAS _,_ESPECIALES
t
: : ;
1 t
AGAR MICO- 1 Colonia vellos, acu '+ Hifas hialinas y - '
SEL i minada, delimitada, | fuliginosas, septa .
! con abundante mice- ' das gruesas, con |
! lio aéreo, sin pig-- , presencia de cla-
! mento difusible. ! midosporas. .
' ' '
AGAR CASEL ! Colonia vellosa, obs ! Hifas hialinas y - |
NA AL 5% + cura, acuminada, -, fuliginosas, septa
! con halo vellosoblan ! das gruesas, con
+ co. + presencia de algu
' ! nas clamidosporas ,
[ [ !
AGAR CASEI ! Colonia vellosa, po- | Hifas hialinas y - ,
NA PEPTONA . co acuminada, gris, « fuliginosas, clami '
: : .
| 1 '
| [ !
1 1 '
' ' '
1 ] 1
| | '
] [} '
| ] '
[ ]



TABLA # VI

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

, .
+ Caracteristicas 50-~83

\ 254-82
E Temperatura 6ptima: % 30°C s 37°C
| Pigmento difusible: ! Ninguno ' Café - ocre
:Asimilacidn det : :
| Glucosa ' ,
yMaltosa X Voot
yLactosa V- ' + (Esclerotes)
/Sacarosa R { = (Esclerotes)
, Nitrato de Potasio Vot ' + (Esclerotes)
:Sulfato de Amonio : + : +
{Asparagina . , ot
'U r e a bt '+ (Esclerotes)
,Peptona . Voo
, Licuefaccién de Gelatina |  ++ N
; Proteolisis de la Leche | # M. 4
; Color del grano ,  Negro i Negro

{Esclerotes): En esos medios hubo formacién de esclerotes.

De acuerdo con las caracteristicas de histopatologia y examen -
directo de los granos, los resultados de utilizacién de las fuen
tes de carbono, nitrégeno, licuefaccién de la gelatina y proteo-
lisis de la leche, asf como la temperatura Sptima de crecimien
to y la macroscopfa y micromorfologfa colonial se pudo identifi

car ambas cepas como sigue: ( 32, 38, 65 ).

Cepa 254-82 Madurella grisea

Cepa 50-83 Madurella mycetomi




TABLA # VI

Continuacién .+, .10
SIMBOLOGIA

+ Vire del medio de rojo a amarillo, con abundante cre-

cimiento de la cepa.
- Sin vire del medio y con escaso crecimiento.

++ Utilizacién de la substancia probada, con buen creci--

miento.

+++ Utilizacién del substrato probado, con excelente creci-

miento.

|+

Poca utilizacién del producto probado y muy escaso -

crecimiento. N



TABLA # VII

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A FARMACOS "in vitro"

Los intervalos empleados en &stas pruebas se eligen de acuerdo con
los niveles encontrados en plasma con las dosis terapéuticas emplea
das con los diferentes f4rmacos y han sido monitoreados en pacien -
tes tratados con ellos (4,12,8,37,48,64) para observar los efectos -

de los medicamentog, se han ampliado log intervalos.

FARMACO DOSIS NIV ELES X

MA.

Anfotericina B 0.5 a 1.0 grs. 0.5 a Zﬂg/ml :

] ] ]
] ! !
[] 1 ]
1 i ]
[} J ]
' o '
! Diaminodifenil sulfona , 50 a 100 mg. X 20 a 100 ag/ml '
| Fosfomicina ' 0.5al gr. : ‘tl y 5.5 respec- |
. X , ivamente (zag/- |
' 1 ' ml). !
' L] 1 l
! Griseofulvina P/G ' 0.5al gr ' 0.25a 3.75 - -
, (micronizada) ' ) ,ug/ml. ‘
t ¢ ¢ +
! Rifampicina : 600 mg ! 7 a 12 sag/ml. -
¢ Sulfametoxazol - ' ' :
| Trimetoprim \ 2adgr ' 1.10a 2.5 u4g/ml !
; Ketoconazol , 200 mg. ' 0.78 a 1.56 4ag/ml ;
1] 1 ] t
NOTA:

Las pruebas de sensibilidad se realizan a las temperaturas Sptimas -

y las lecturas se realizan a la semana, 15 dias y al mes, los resul-
tados reportados son los finales.



TABLA # Vil

Continuacidn +.es. e

M. grigsea

- e e T N G o e e M M e e e M e M e M MR em B e e M T e e e T e D M R M Gn M M e o M e em e e e M T e G e e e e

DILUCION DEL FARMACO | M. Mycetomi !
] '
(Mg/ml ) ; (50-83) ' ( 254-82)
KETOCONAZOL ' '
Control , ++t M L
0.2 jdg/ml ' + P
0.4 /u..g/ml ' + bt
1.0 pag/ml ' Inhibido M
2.0 /Ag/ml ' Inhibido }  Inhibido
g/ml X Inhibido ! Inhibido
6.6 4Lg/ml X Inhibido ' Inhibido
GRISEOFULVINA - ' '
P/G MICRONIZADA ' '
0.2 pug/ml : Ft M
]
o6 ' +Ht Lt
]
1.0 /A,g/ml ' +++ R
] ]
2.0 gag/mt 1 ++ ot
] 1)
6.0 }.tg/ml ' ++ .
' ]
8.0 uag/ml ! + oo
10. 0 pag/ml : + ' ++
20.0 /ug/ml ' + Lok
Control : +++ : +44+
ANFOTERICINA B : :
Control X +Ht R A
/mt : +t N
o. Aag/ml ' ++ &
o/ug/ ml 1 + R S
' Inhibido ok
g/ ml ' Inhibido Voot
. /ml ) Inhibido 1+
16.0_ug/mi : Inhibido 't
32.0 4az/ml ' Inhibido ' Inhibido
AAZ ' '



TABLA # VII

Continuacifn «.....

DILUCION DEL FARMACO
DIAMINO DIFENIL,
SULFONA: (DDS).

14.0 pag/ml

28. 0 gag/mi

50, O/ug/ml

100. Oﬁg/ml
160, O}Ag/ml

Control

SULFAMETOXAZOL/
TRIMETOPRIM.

Control

0.4 gag/ml
0.8 fag/ml
1.4/*g/ml
Z.Q}4g/nﬂ
4, Ox.ug/ml
6. O}Lg/ml

12. 0 aag/ml
RIFAMPICINA
1.0 ug/ml

6. Oﬂg/ml

10. 0_xag/ml
14, O}Ag/ml

‘18, Oj_(g/ml

20. (J)‘g/ml

Control

97

M. mycetomi : M. grisea
. t
1
]
[}
++ Lo
+ '+
]
Inhibido 1 Inhibido
Inhibido 1 Inhibido
Inhibido ,  Inhibido
+++ b 4t
t
]
1
]
1
+H |
]
+++ ¢
+H .+
++ S
+ , o+
+ ' Inhibido
+ i Inhibido
+ \  Inhibido
t
]
]
+++ R 2
++ L
++ ,
++ ,+
++ X +
++ y 4+
++ S
1



TABLA # VII

Continuacidn «oso oo

M. grisea

DILUCION DEL FARMACO.: M. mycetomi 1
] 1
FOSFOMICINA : :
1 1
Control : +++ : +++
] ]
2, Oﬁg/ml Lo N
3.0 /Ag/ml I S
]
4. Of{g/ml A £ N
5.0),‘\g/ml X X
6. Oﬁg/ml X '
[} 1
SIMBOLOGIA: ! !
+++ Excelente crecimiento (comparable con el que se obtiene
en los controles).
++ Buen crecimiento, poca inhibicién del crecimiento con -
respecto al de los controles
+ Escaso crecimiento; inhibicién bastante marcada con res

pecto al crecimiento en los tubos de control.

+ Muy escaso crecimiento; poco desarrollo con respecto al
control
Inhibicién

Sin crecimiento a partir del inéculo, con respecto a los

controles, no se observa ningidn desarrollo.



Continuacién

De los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad se puede

decir que:

TABLA # VII

s 2 ¢ 8 o a

a) Hay un intervalo de inhibici6n para ambas cepas.

b) Algunos firmacos no tienen accién inhibitoria en una 6§ am-

bas cepas.

c) La concentracién mihima inhibitoria es diferente para M.my

cetomi y M. grisea .

d) Con los resultados obtenidos se puede normar un criterio acer-

ca de los medicamentos que serén eficaces en el tratamiento.

CEPA

M. mycetomi
M. grisea
M. mycetomi

M. grisea
M. mycetomi

M. grisea
M. mycetomi
M. grigea
M. mycetomi

M. grisea

M. mycetomi
M. grisea

M. mycetomi

M. grisea

_EARMACO

Ketoconazol
Ketoconazol
Griseofulvina

Griseofulvina

Diaminidifenilsulfona

Diamino difenilsulfona

Anfotericina B
Anfotericina B

Sulfametoxazol -~ Tri-

metroprim

Suifametoxazol - Tri-

metoprim

Rifampicina
Rifampicina
Fosfomicina

Fosfomicina

]
t
]
]
i
t
i
1
]
i
1
|
1
]
1
1
1
1
1
1
i
i
t
|
1
|
1
'
]
i
t
t
]
}
|
'

INTERVALO
INHIBITORIO.

1.0 a 6.6 4g/ml.
2.0 a 6.6}4g/ml
No lo inhibe

No hay inhibicién
50 a 160 pmg/ml.
50 a léO/Ag/ml.

2.0 a 32,ug/m1.

Mayor o igual de
32}4g/ml.

No hay inhibicién

4,0 a lZ/.qg/ml.
No hay inhibicién
No hay inhibicitn
No hay inhibici6n
No hay inhibicién



TABLA # VII

Continuacién «..veae

De los resultados anteriores se puede observar que de los fér-
macos usualmente empleados en el tratamiento del Eumicetoma

tienen accién inhibitoria " in vitro " como se muestra.

:CEPA : FARMACO :CONC. : CONC.

! ; ' MINIMA. ¢ MAXIMA.

1 ! I 1

| M. _mycetomi . Ketoconazol | l.O/Ag/ml , 6.6 6 mayor
‘M. grisea . Ketoconazol ! 2. O/u,g/ml , 6.6 6 mayor

' M. mycetomi , Anfotericina B | 2.0 pag/ml | 32}4g/m1 més

, M. prisea ,  Anfotericina B | Z.O/L;\g/ml \ 32}.4g/ml o miés
' M. mycetomi , Diaminodifenil ; 50 pag/ml L 160 }Ag/ml 6 més
' M. prisea \  Sulfona (DDS) . 50 jag/ml 2 160 jag/ml 6 mds
E M. grisea E Sulfametoxazol E 4. Of.gg/ml E 12 8§ més },l,g/ml
) 1 Trimetoprim , '

La giseofulvina, Rifampicina y Fosfomicina no inhiben a ninguna de -

las dos cepas.

Se intent6 el uso de penicilindros para las pruebas farmacol6gicas -
" in vitro " no resulta por el poco volumen empleado, el periodo prd
longado para el crecimiento de las cepas y la temperatura de incuba-

cién.
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RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS.

Debido a que la histopatologfa juega un papel muy importante
en el diagnéstico del eumicetoma,se realizaron biopsias de -

los pacientes. Los resultados son:

Paciente P.C.J.M. ( 50-83)

Tincién: H&E

Epidermis: Espesamiento por hiperplasia simple.
Dermis: Alteracién de sus limites normales y -

configuracién, observdndose condensa -
cién de células de infiltracién y forma
cién de granulomas semejantes a reac-
cién de cuerpo extrafio. El grano se -
encuentra centrado en el absceso de -
leucocitos polimorfonucleares imagen -~
tipica de Granuloma Tuberculoide.

El grano encontrado fue de tipo Fila- -
mentoso, rodeado de una corona de neu
tréfilos polimorfonucelares. El grano -
tiene forma irregular, filamentoso, can
cemento abundante de color café, en el
centro y teflido de color rosa en la pe-
riferia. Micetoma causado por M.myce

tomi.
Paciente: H.M.J, (254-82 ),
Tincién: Con Hematoxilina y Eosina (H&E)
Epidermis: Espesamiento por hiperplasia simple.
Dermis: Alteracién de sus limites y configuracién

normales, imagen de Granuloma Tubercu
loide Inespecifico con grano de Madurella
grisea que tiene forma ovalada o lobulada,
no hay cemento con poca pigmentacién en

el centro, en la periferia hay pequefias -

vesiculas,
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A) ZONA CORTICAL

1.
Z.
3.

4.
5.

B)
1.

2.

3.

TABLA # VIII

DESCRIPCION DE LOS GRANOS

Color
Forma

Filamentos
Vesiculas

Cemento

ZONA CENTRAL

Color

Filamentos

Vesiculas

Cemento Inters--
ticial,

- wm e > e G e s me Gn e e W W W SR M W W MM M T M G M w e G m e am e W w

Madurella mycetomi

Madurella grisea

Café (ocre)
Multilobulados

Cafés regulares
No hay

Café ( ocre )

Café ( ocre )
Cafés

Ausentes

Presente
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Café
Curvilineos.

Cafés regulares
Cafés pequefias
Café

Rosa claro

Hialinos 6 debil
mente colorea -
dos.

Ausentes

Ausente.
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TABLA # IX

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE PATOGENICIDAD '"in vivo"

La patogenicidad de los agentes etiolGgicos fué probada en anima
les de laboratorio (ratones blanco cepa Taconic), las inocdlacio-
nes son hechas posteriores a un perfodo de adaptacién y observa
cién de los ratones, se dividieron en tres grupos con 4 ratones

en cada uno que son Grupo Control, M.mycetomi y M. grisea, -

se realizaron 3 inoculaciones espaciindolas a un mes para obser
var las reacciones en la pata posterior izquierda de los anima--
les, después de 4 meses se sacrifican, los resultados obtenidos

son negativos al examen directo, cultivos y biopsias,

El esquema de inmunizacién seguido es el siguiente:

en la pata infe--

los animales.
rior izquierda. :

RATONES ' TIEMPO ' OBSERVAGIONES ' INOGULACION.
T TRt '._'- ‘ 3 ol .

Grupo I ' 0 dids -~ f.. Ratones sanos ' Primera inocu-
] 1 . -7 1 N
' .  lacién (0.1 ml-
! ! ' de Mucina al -
X , v 5%) estéril.
' 1 1]

Control , 5 dfas , Ninguna :
: 15 dias X Ninguna X
, 30 dfas Ninguna X Segunda inocu-
X : : lacién 0.1 ml.
i 1 1 M.5%
' 1 1

Grupo I ! 31 dfas ! Sin ningin cam- |
' + bio en la pata. )
] ] 1

Control : 60 dias : Ninguna : Tercera inocu-
: : , lacién 0.1 ml.
1 ' 1 de Mucina 5%
1) ] 1
;90 dfas - : Ningin cambio - : Sacrificio de -

i

: : .
] 1 ]
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Continuacién

TABLA IX

cién pero cada -
dfa menor.

los animales

RATONES , TIEMPO , OBSERVACIONES | INOCULACION
i ] ]

Grupo U : : :
' A |

M. mycetomi' 0 dfas ' Ninguna ' Primera ino-
' 1 : culacién.
H ] 1
' 5 dias ' Ninguna 1 0.1 ml de -
: . : triturado de -
' ' cepa (20mg/ml)
1 t U .
¢ , . en Mucina al ~
] ! ' 5%‘
] 1 f
! 15 dfas ' Pequefia inflama- !
t t N !
) y c¢ién local (pata - ,
! ! posterior izquier !
' ! ~
' ¢ da) '
] ] 1
, 30 dfas | Inflamaci6n cede ! Segunda inocu-
' 1 pOco a poco.  lacién 0.1 ml.
: : : (0. 05 ml de -
1 1 1 triturado de la
X : | cepa en la Mu
t t + cina al 5% + -
: ' ' 0,05 ml. de -
' 1 1 Adyuvante de -
X : i Freud.
\ 31 dfas , Inflamacién muy
: : pronunciada en - :
' + la pata. ‘
! ]
1 60 dfas 1+ Disminuye poco - . Tercera inocu
X , a poco la inflama | lacién 0.1 ml
! t  cién. 1 (0.05 ml de -
' ' | triturado de -
' ' { cepa en Muci
X X ! na al 5% +0.05
: ! t  Adyuvante).

]
t 61 difas ' Inflamacién local
: : persistente. :
: 90 dfas i Persiste inflama- \ Sacrificio de -
: ; :
] 1 ]
1
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TABLA # IX

ContinuacifNeeoesese

:RA'I'ONES TIEMPO |

OBSERVACIONES

INOCULACION

1
! Grupo I 0 dias

M. grisea 5 dias

15 dfas

30 dias

31 dfas

60 dias

61 dias

90 dfas

- S e W W E m A S o dm e s R R R e e W W TE M Ge th E A M an e G W E MR RN En e W e e e Em ee e M e e e e
R m U W G G W W @ D P h oW e G A TR W G a M e S e o G e e G M S N e T M R e e e s e M e e = =
- em ar mr A S M e am e e M S e e e e M e G M e M e M M Mo R M e e s e ™ oE e e o= o

Ratones sanos

Pequefia inflama -
cién localizada en
pata inferior izq.

Inflamacién va ce
diendo.

Sin inflamacién

Inflarnacién muy -
pronunciada, loca
lizada en la pata ~
inferior izquierda.
Continda la inflama

cién muy pronun- -~
ciada en la pata.

Se varia ta via de -
inoculacién a Intra
peritoneal

Inflamacién persis
tente.

105 .

Primera inocula
cién 0.1 ml. de ~
triturado de cepa
en Mucina al 5%
(20 mg/ml.

Segunda inocula-
¢ién 0.1 ml (0, 05
ml de triturado -
de cepa en Muci-
na al 5% + 0. 05 -
ml de Adyuvante)

Tercera inocula-
cién 0.1 ml de -
triturado de cepa
en Mucina al 5%.

Sacrificio.



TABLA # IX

Continuacidn sseeoess

Los animales son sacrificados y abiertos para observar sus
érganos internos ( higado, pulmones y corazén y la cavidad
peritoneal) los cuales son observados a simple vista y al -
examen directo (en trocitos delgados) al igual que las patas
que también son cortadas y después de examinarlas se cul-

tivan y se mandan trozos para su estudio histopatoldgico.

Los resultados de los examenes directos, biopsias y culti -
vos son NEGATIVOS, no hay presencia de granos o hifas -
de los agentes etiolégicos, sélo inflamacién local en la pata

en que se llevaron a cabo las inoculaciones.
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CONCLUSIONES

Con el examen directo y la histopatologla de los gra-
nos se identificé el género de ambos agentes etiolégi
cos, &ste es:

Madurelia sp.

Los estudios de utilizacién de fuentes de nitrégeno, -
carbono (Pruebag Biogquimicas), temperatura éptima -
de crecimiento y la macro y micromorfologia de am-
bas cepas, nos completan el estudio d4ndonos género

y especie:

Cepa Género Egpecie
50-83 Madurella mycetomi
254-82 Madurella grisea

La sensibilidad a fdrmacos ' in vitro ' nos muestra

que las cepas son sensibles respectivamente a:

Madurella mycetomi. - Ketoconazol, Diaminodifenil -
Sulfona y Anfotericina B.

Madurella grisea.- Ketoconazol, Anfotericina B, =~
Diaminodifenil sulfona, Sulfame

metoxazol -~ Trimetoprim.

Mientras que la Griseofulvina, Rifampicina y Foafomi
cina nos las inhiben.

La patogenicidad " in vivo " para ambas cepas en las

condiciones ya mencim adas son ""Nulas"
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