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1.0 RESUMEN

La Cromoblastomicosis (CMB) es una infeccion fangica rara, subcutanea y
cutanea cronica, ocasionada por inoculacién traumatica de hongos dematiaceos,
su distribucibn es mundial con mayor prevalencia en climas tropicales y
subtropicales, afecta piel y tejido celular subcutaneo principalmente de
extremidades inferiores en adultos varones de cualquier grupo étnico que
realizan trabajos rurales, es causada principalmente por los géneros:
Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora, Rhinocladiella y Exophiala,
denominados hongos saprofitos que habitan el suelo, plantas, flores y madera
en descomposicion. Su diagnéstico se basa en observar células muriformes por
examen directo con KOH o hematoxilina-eosina, y cultivo micoldgico. El
tratamiento puede ser mediante el uso de itraconazol y/o terbinafina, mas
tratamiento fisico y cirugia. Es una enfermedad crénica y por lo tanto dificil de
tratar y erradicar por lo que se han buscado procedimientos mas rapidos,
sensibles y especificos para su diagnéstico. El objetivo de este trabajo es
identificar los agentes causales de Cromoblastomicosis, de muestras de
pacientes del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez mediante la
amplificacion y secuenciacion de regiones ITS1-2 del DNAr, con el fin de conocer
cuales son las especies que afectan a la poblacion mexicana.

Los resultados indican que Fonsecaea pedrosoi es el principal agente de
CMB en México, de igual forma identificamos hongos dematiaceos nunca

descritos en poblacion mexicana como Fonsecaea monophora, Cladosporium



cladosporoides y Cladosporium oxysporium que Son poco comunes O
extremadamente raros de encontrar como causantes de esta patologia.
Asimismo, se lograron identificar 5 casos con infeccion mixta de F. pedrosoi y
Candida parapsilosis.

En conclusion, se identifico y diferencid el género y especies presentes en
las muestras diagnosticadas con CMB, asi como una infeccion mixta en 5 casos;
por métodos moleculares basados en la alineacién de secuencias DNAr e ITS

usando los iniciadores universales ITS1 e ITS4.



2.0 MARCO TEORICO
2.1 CROMOBLASTOMICOSIS (CMB)

ASPECTOS GENERALES

Esta enfermedad micotica es conocida como cromomicosis, micosis de Carrion,
micosis de Lane-Pedroso, dermatitis verrucosa y blastomicosis negra (20). Es una
infeccion fungica, rara, cutanea y subcutanea cronica, ocasionada por inoculacion
traumatica de hongos dematiaceos (hongos cuyas paredes contienen melanina que
les imparten color negro) (40). Esta micosis fue descrita en 1911 por Pedroso y
Gbomez quienes la denominaron como una “dermatitis verrugosa de origen
infeccioso” en la ciudad de Sao Pablo, Brasil; en 1915 Lane y Medlar reportaron el
primer caso en EE. UU. De Norteamérica y en 1935 la enfermedad fue nombrada
cromoblastomicosis por Moore y Almeida (20, 38). Su distribucién es mundial, sin
embargo, muestra mayor prevalencia en climas tropicales y subtropicales como
México, Costa Rica, Puerto Rico, Cuba, Venezuela, Brasil, India, Australia, aunque

también se han descrito casos en Europa y Estados Unidos (12, 25).

Afecta piel y tejido celular subcutaneo principalmente de extremidades inferiores y
areas de la piel que no estan protegidas por la ropa (40), se presenta en cualquier
grupo étnico, afecta a adultos entre 30 y 60 afios, predominantemente a varones
que realizan trabajos rurales, quienes adquieren la infeccidn por inoculacion
traumatica; asi como a pacientes inmunosuprimidos que estan bajo tratamiento con
corticoesteroides, con Diabetes mellitus, receptores de trasplantes, y pacientes con
enfermedades infecciosas cronicas entre otras. Es rara en mujeres y niflos menores

de 15 afos (12).



AGENTES ETIOLOGICOS

Los agentes etiologicos productores de esta micosis subcutanea pertenecen
principalmente a los géneros Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora,
Rhinocladiella y Exophiala. Taxonomicamente este grupo de hongos se clasifican
en la division Ascomycota, clase Euascomycetes, orden Chaetothyreales y familia
Herpotrichiellaceae (40). De estos agentes, el agente mas comun es Fonsecaea
pedrosoi seguido por Phialophora verrucosa y Cladophialophora carrionii, que es el
hongo mas importante como causal de esta enfermedad en desiertos (12). Estos
son hongos de crecimiento lento, baja virulencia y una alta tolerancia al calor (40-
42°C), habitan el suelo, plantas, flores y madera en descomposicion, denominados

hongos saprofitos de pigmento pardo (25, 38, 40,38).

CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad se origina por inoculacién traumatica; se desarrolla en forma lenta 'y
tiene un curso cronico, por lo que el traumatismo puede haberse producido mucho
tiempo antes de que la lesion aparezca, gracias a que las formas infectantes
implantadas pueden persistir latentes durante largos periodos. La infeccion es
limitada a piel y tejido celular cutaneo y subcutaneo, rara vez llega a diseminarse
por via linfatica y comprometer estructuras 6seas, siendo estas presentaciones mas

comunes en pacientes inmunosuprimidos y es de dificil tratamiento (12).

Clinicamente, inicia como una lesion pequefia, papula o nddulo eritematoso,
elevado, unilateral, pruriginoso, puede ser doloroso o asintomatico, que se extiende

lentamente en la piel adyacente (12). Se caracteriza por lesiones nodulares (su
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presentacion mas comun), seguida de la forma verrucosa. Con el tiempo las
lesiones se tornan secas y costrosas con el borde elevado mostrando las formas
tumorales y en placa (8, 38). Con frecuencia las grandes placas presentan
cicatrizacion central mostrando lesiones cicatrizales. En ocasiones cuando la
infeccion ha durado por mucho tiempo, las lesiones se tornan pedunculadas y
adquieren un aspecto de coliflor (40). Generalmente la lesion es indolora, y en las
etapas iniciales no produce molestias, o que hace que los pacientes no se

preocupen por atenderse.

Figura 1. Lesion d cromoblastomicsis n el brz derecho con placas
verrucosas, con un tiempo de evolucién de 25 afios (32).
La respuesta inmune esta mediada por neutréfilos y macréfagos causando procesos
granulomatosos. Los macréfagos no son capaces de destruir las células fungicas
fagocitadas y éstas se desarrollan en su interior (33, 40). Durante el proceso de
infeccidn se estan produciendo constantemente anticuerpos anti-melanina, ya que
la melanina es un factor de virulencia del hongo. Este pigmento interfiere con la
activacion del complemento, causando autoinmunidad lo que contribuye a la

persistencia del hongo en el tejido y a la disminucion de la susceptibilidad del hongo

a los agentes antimicéticos; por otro lado, protege indirectamente al hongo de los



radicales libres y el subsecuente dafio oxidativo. Este mecanismo no permite que
los macréfagos u otras células fagociticas eliminen los elementos del hongo

explicando asi el curso cronico (9, 12, 33).

DIAGNOSTICO

El diagnostico se basa en el examen directo y cultivo. En el examen directo al
microscopio 6ptico con KOH al 10 o 20 % se observan las formas parasitarias:
células fumagoides, escleréticas o muriformes signo patognomoénico de la
enfermedad, son células de aproximadamente 6-12 um de didmetro, de color
marron, paredes gruesas, con una doble membrana y un tabique central (similar a
los granos de café) que pueden encontrarse solas o agrupadas. En algunos casos
pueden encontrarse hifas pigmentadas. Estas células son facilmente identificadas
en tejidos tefiidos con hematoxilina-eosina siendo innecesarias las tinciones

especiales (Figura 2) (20, 33, 38).

Figura 2. [a] Colonia de hongos dematiaceos en SDA de la muestra 144a con 4
semanas de crecimiento. [b] Células fumagoides (32).



Todas las especies tienen las mismas caracteristicas en los cultivos, son colonias
de crecimiento lento (25 a 30 dias), sobre elevadas, con algunos pliegues, radiadas,
aterciopeladas o vellosas, con tonalidades oscuras (color negro-ocre, negro-
verdosas, negro-negro, marron-oscuro o verde olivo) (Figura 2) (11). Los agentes
productores de CMB crecen en medio de agar dextrosa Sabouraud (SDA) no son
inhibidos por la cicloheximida ni por el cloranfenicol y se incuban durante 4-6
semanas a 28°C, manifestandose el crecimiento a los 10 dias y alcanzando todas
sus caracteristicas a los 30 o 40 dias. En contraste, las especies dematiaceas

saprdfitas del suelo tienen un desarrollo no tan lento (12, 38).

TRATAMIENTO

Es una enfermedad crénica y por lo tanto dificil de tratar y erradicar. La tasa de éxito
de la terapia depende del agente etiolégico, la severidad de la enfermedad y del
medicamento antifingico (12). En consecuencia, no hay un tratamiento de eleccion
para esta micosis, sino mas bien una serie de opciones terapéuticas. El tratamiento
se puede dividir en tres tipos; tratamiento fisico que incluye cirugia, terapia con calor
y criocirugia, tratamiento farmacol6gico y terapia combinada. En las primeras
etapas de la enfermedad, las lesiones responden a la extirpacion quirdrgica, pero a
medida que aumenta la gravedad, se obtienen mejores resultados con terapia

combinada (8, 33).

El tratamiento farmacolégico actualmente incluye el uso de itraconazol y/o
terbinafina debido a que son los antifingicos mas efectivos y seguros contra los

agentes causales de CMB, con los que se ha observado una disminucion de las


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/itraconazole
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/itraconazole

lesiones (20, 33). Pero los tratamientos farmacoldgicos son costosos, e incluyen
altas dosis de itraconazol y/o terbinafina (200 a 400 mg y 250 a 500 mg,
respectivamente) diariamente durante mas de un afio. Incluso con tratamiento, las

recaidas son comunes, por lo que se recomienda terapia combinada (27).

2.2 GENES RIBOSOMALES

5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'ITS1

DNAr ETS1 18S ITS1 ITS2 ETS2

| ITS4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"

— — 600pb — —

Figura 3. Region del DNA ribosomal codificante para RNA ribosomal.

(- - -) Regién amplificada, el DNAr 18S y 28S no se amplifican en su totalidad ya
que tienen la funcion de anclar los primers ITS1 e ITS 4 respectivamente.
Normalmente las micosis son diagnosticadas en el laboratorio a través de diferentes
procedimientos (examen directo, cultivo, histopatologia, etc.), sin embargo, es
necesaria una experiencia considerable para la correcta identificacion fenotipica de
la amplia gama de hongos. Son procedimientos que requieren de un tiempo
prolongado para dar un resultado preciso. Esto ha sido motivo para la busqueda de
procedimientos mas rapidos, sensibles y especificos, como los métodos
moleculares. Este grupo de técnicas se basa principalmente en la amplificacion de
DNA correspondiente a fragmentos de genes o de genes completos, desarrollada y
dada a conocer como PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) por Kary Mullis
en 1983. La PCR de DNA genomico, amplificando regiones ITS (Internally

Transcribed Spacer Regions) del DNA ribosomal (DNAr) se utiliza para la deteccion

rapida de hongos dematiaceos (Figura 3) (14, 19, 34).



El complejo genético de DNAr incluye en la orientacion de 5 a 3" la region
espaciadora intergénica IGS (intergenic spacer region), que contiene la region
espaciadora transcrita externa ETS 1 (external transcribed spacer) en el extremo 5°
y la regién ETS2 en el extremo 3", el gen 18S DNAr, la region ITS1, el gen 5.8S
DNAr, laregion ITS2 y el gen 28S DNAr. Esta unidad genomica (5"-ETS1-18S-ITS1-
5.8S-ITS2-28S-ETS2-3") (Figura 3), contiene los genes necesarios para la
formacion de RNA ribosomal (RNAr) y se denomina complejo de genes de DNAr del

genoma (15, 16).

Durante la transcripcion en el nucléolo, se produce el precursor de RNAr, el DNAr
se transcribe a RNA 45S por la RNA polimerasa | (RNA pol I). Este precursor
contiene los RNAr 18S, 5.8S y 28S. Estos tres se separan por metilacion y
eliminacién enzimatica sucesiva de las cuatro secuencias espaciadoras (ETS1,
ETS2, ITS1 e ITS2) y son procesados para formar los RNAr maduros 18S, 5.8S y
28S, que finalmente se combinan con las proteinas ribosémicas producidas en el
citoplasma y exportadas al nucléolo, para convertirse en subunidades ribosomales.
Formando la subunidad pequefia 40S con el RNAr 18S mas las proteinas tipo S
(small), mientras que la subunidad grande 60S esta conformada por el RNAr 5.8S,
28S, el RNAr 5S (el cual se transcribe en el nucleo por la RNA pol lll) y las proteinas
tipo L (large) (Figura 4); posteriormente las subunidades ribosomales son
exportadas al citoplasma donde terminan su maduracién y se unen al RNAt y al
RNAmM, lo que conduce a la unién de aminoacidos y sintesis de proteinas durante

la traduccion. Musters, Sande y Good demostraron que la eliminacion de una o



ambas regiones ITS antes del inicio de la transcripcion tiene un efecto perjudicial

sobre la formacion de RNAr maduro y por lo tanto en la traduccion de proteinas (16).

Nucléolo 5 3 Nicleo

- 5s 3
5
DN [T |- | [ |
ﬂ RNA pol | RNA pol IlI ﬂ
5 aq

Pre-RNA 55 [

Pre-RNA45S [T TR T

ﬂ Procesamiento de RNAr

RNAr maduro 188 585 288 RNAr maduro Y 5

-

Subunidad 40s

Regiones
s — tipo L Variables

Citoplasma Conservadas m m m

Figura 4. Diagrama de la maduracion del RNAr en células eucariontes. En el
nucléolo la RNA pol | transcribe el DNAr a pre-RNA 45S, el cual contiene cuatro
regiones espaciadoras transcritas, dos externas (ETS1, ETS2), dos internas (ITS1,
ITS2) y los genes que codifican para RNAr 18S, 5.8S, 28S. El pre-RNA 45S es
procesado por la accién de exonucleasas y endonucleasas; para formar el RNAr
maduro 18S, 5.8S y 28S. Fuera de nucléolo la RNA pol Il transcribe el DNAr 5s a
RNAr 5S y en el citoplasma se forman las proteinas tipo Sy L, para dar paso a la
formacion de las subunidades ribosomales 40S y 60S.

Los genes del DNAr se encuentran en todos los organismos y se sabe que
acumulan mutaciones a un ritmo constante y lento a lo largo del tiempo. Son genes

altamente conservados con regiones variables a lo largo de cada gen (16, 19).

La region de DNAr es la mas conservada en el genoma fangico, es adecuada para
el analisis de diferencias filogenéticas y, por lo tanto, estos marcadores moleculares
son potencialmente Utiles para la identificacion mas precisa de una amplia gama de
hongos (2, 15, 16, 30, 32). La amplia diversidad de las secuencias dentro de las

regiones espaciadoras (ITS1 e ITS2) entre los principales grupos de
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microorganismos eucariontes e incluso dentro de especies del mismo grupo de
organismos, son la base genética para la organizacién de los hongos en grupos
taxonomicos (16). La conservacion de los genes que codifican para el RNAr permite
el facil acceso a las regiones ITS con iniciadores para realizar la PCR (2, 15, 32).
Los tamafios de secuencia para cada region ITS varian desde alrededor de 1000
pb en células humanas, mientras que para hongos es una region aproximadamente
de 600 pb. White en 1990 propuso el uso de iniciadores flungicos universales
basados en regiones altamente conservadas del DNAr para la amplificaciéon por
PCR de la regiéon de DNAr 18S-ITS1-5.8-ITS2-28S (donde el DNAr 18S y 28S
funcionan como ancla de los primer ITS1 e ITS2, respectivamente) (Figura 3),
seguido de una comparacion de secuencias. Este método es prometedor para dar
un diagndstico mas temprano y ayudar a seleccionar los agentes antimicoticos mas

eficaces para tratar a los pacientes (2, 16, 30, 32, 43).

3.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Cromoblastomicosis es una micosis subcutanea, cronica y poco atendida
alrededor del mundo. Los hongos patégenos que la provocan son dificiles de
diferenciar a nivel de especie con los métodos convencionales, debido a que
morfolégicamente son muy similares y se requiere de cierta experiencia para
diferenciar fenotipicamente las caracteristicas de cada hongo. Por lo que en este
trabajo se sugiere el uso de la region DNAr ITS1-5.8S-ITS2 como marcador

genético, para fortalecer el diagndstico y conocer datos epidemiolégicos en México.
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3.2 OBJETIVOS

GENERAL

Identificar los agentes causales de Cromoblastomicosis en muestras de piel
embebidas en parafina o de cultivo, de pacientes del Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzalez; mediante la amplificacion y secuenciacion del DNAr y las secuencias

ITS.

PARTICULARES

Diferenciar a nivel de especie, los agentes causales de Cromoblastomicosis que
afectan a la poblacién mexicana atendida en el Hospital general Dr. Manuel GEA

Gonzalez.

Confirmar el diagndstico microbiolégico e histopatolégico de Cromoblastomicosis
emitido por el Hospital general Dr. Manuel Gea Gonzélez, con métodos mas

sensibles y precisos.

Proporcionar datos precisos sobre la Cromoblastomicosis en México.

3.3 HIPOTESIS

Las muestras de piel embebidas en parafina y cultivo con diagnéstico microbiolégico
e histopatologico (diagndstico clasico) con sospecha de Cromoblastomicosis al ser
analizadas por la secuenciacion de la region ribosomal DNAr ITS1-5.8S-ITS2

presentaran diferentes especies asociadas a esta patologia clinica.
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4. PROCEDIMIENTO

4.1 MUESTRAS

Del banco de muestras del servicio de dermopatologia del Hospital general Dr.
Manuel Gea Gonzéles se seleccionaron 27 muestras, todas con sospecha de
Cromoblastomicosis por observar caracteristicas de hongos dematidceos al

microscopio.

Todas son muestras clinicas de piel de pacientes mexicanos que acudieron a

consulta al Hospital General Dr. Manuel GEA Gonzalez entre 1997-2016.
Muestras embebidas en parafina, cada muestra contenia 5 cortes de 5 micras de
grosor (25 pg) de piel de pacientes con diagnostico de cromoblastomicosis

recolectadas durante un periodo de 19 afos.

De manera extraordinaria durante el procesamiento de las muestras se recibieron
dos muestras mas de cultivos frescos, de un paciente con cromoblastomicosis
(muestra 144a y 144b). Todas las muestras analizadas fueron previamente

diagnosticadas con examen directo o histopatologia, mas cultivo en agar SDA.
4.2 EQUIPOS

Termocicladores: TECHNE TC-300 y AXIGEN MAXIGENE empleados para la
amplificacion de la regiéon DNAr ITS1-5.8S-ITS2, por la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR).

Varios: Centrifuga (Legend Micro 17R), vortex (VELT scientifica), incubadora, bafio

maria (Boekel Grant), campana de flujo laminar (The Baker company),
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transiluminador (Dual intensity ultraviolet), empleados para la extraccion y
purificacion de DNA. Balanza analitica (OHAUS), camara de electroforesis
horizontal (APOLLO), fuente de poder (500-2 Power supply), foto-documentador
(UVP Epi Chemi Il Dakoromm), empleados para la visualizacion los productos de

amplificacion y purificacion.

Espectrofotometro (Nano drop-ONE), empleado para la cuantificacion de DNA.

4.3 REACTIVOS

Para desparafinar el tejido:

e Xilol al 100%
e FEtanol al 100%

Para lisis del tejido y la extraccion de DNA:

e Sistema comercial DNeasy Blood and Tissue de Qiagen (Qiagen).

Para la reaccion en cadena de la polimerasa:

e Master mix (DNTP’s, MgClz, buffer de PCR 1X), iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3") White et al 1990 (43), agua estéril y enzima Taq DNA polimerasa.

Para la purificacion de DNA en gel de agarosa:

e El sistema de purificacion QIAquick gel extraction kit (Qiagen).

Para el gel de agarosa:
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e Agarosa, buffer para electroforesis Tris-4cido Acético-EDTA (TAE) 1X,
bromuro de etidio y marcador de peso molecular 100pb DNA Ladder

(Invitrogen).
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4.5 METODOLOGIA

POBLACION ESTUDIADA

Las caracteristicas de los pacientes de donde se obtuvieron las muestras para realizar el diagnostico se describen en la

tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas de las muestras donde se tenia sospecha de
la presencia de hongos dematiaceos.
Muestra Ao Origen Sexo Eglad Ocupacién Tiempo ple Area afectada
(afios) evolucion
171-97* 1997 @ Tamaulipas | masculino 68 campesino 27 afios Cara
20497 | 1997 i masculino 72 i 6 afios Extremidades
superiores
412-97* 1997 | Tamaulipas = masculino 68 campesino 27 anos Cara
23-99 199 i masculino 60 i 4 afios Extremidades
superiores
88-99* 1999 Veracruz masculino 60 campesino 3 afos Extreml_dades
superiores
158-A-00 = 2000 ] masculino : i 30 afios Extremidades
superiores
158-8-00 = 2000 i masculino : i 30 afios Extremidades
superiores
158-C-00 = 2000 i masculino : i 30 afios Extremidades
superiores
253-05* 2005 Mérida masculino 60 campesino 15 afos Extreml_dades
superiores
471-07* 2007 Puebla masculino 71 campesino 31 afios Glateos
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547-07
678-09
535-11*
156-A-13
156-B-13*
40-13*
158-13

429-13

838-15

1727-15

1425-15

1625-16

335-16

583-16

616-16*

617-16*

550-16*
144-a*
144-b*

*Muestras positivas a CMB

- Sin datos

2007
2009
2011
2013
2013
2013
2013

2013

2015

2015

2015

2016

2016

2016

2016
2016
2016
2017
2017

Nayarit

CDMX
Nayarit

Chiapas
Chiapas
Guerrero
Oaxaca
Oaxaca

masculino

masculino
masculino
femenino
masculino

masculino

femenino

masculino

masculino

masculino

femenino

masculino

masculino

masculino
masculino
masculino
masculino
masculino

60
63
57

20
66

64

38

33

12

45

30

15

42
76
65
63
63

campesino
estudiante
campesino

campesino
campesino
campesino
campesino
campesino

15 afios

10 afios
2 anos

10 afios

20 afos

18 afios

20 afios

7 afnos

4 anos

10 afios

12 afos

16 afos
25 afios
25 afios
25 afios

Tronco

Tronco

Pie
Espalda
Extremidades
inferiores
Extremidades
inferiores
Extremidades
inferiores
Extremidades
superiores
Extremidades
inferiores
Extremidades
superiores
Extremidades
inferiores
Extremidades
superiores
Pierna
Abdomen
Antebrazo
Antebrazo
Antebrazo
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DESPARAFINACION DE TEJIDO

Las muestras se desparafinaron por el método Xilol/Etanol: Brevemente, las
muestras se colocaron en tubos de 1.5 ml, cada muestra contenia 5 cortes de 5
micras de grosor de cultivo puro (25 ug), se afladieron 1200 pul de xilol absoluto, se
mezcld y centrifugo a 13000 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se retird el
sobrenadante, y se lavo el pellet dos veces con 1000 pl de etanol absoluto, se re-
suspendio y centrifugd a 13000 rpm durante 5 min, después del segundo lavado
se retirg el sobrenadante por decantacion, y dejo evaporando a 37°C por 20 min en

la incubadora hasta observar que el tejido estaba completamente seco.

LISIS Y EXTRACCION DE DNA

Para la extraccion de DNA total, las muestras se digirieron por el método enzimatico
con proteinasa K; se utilizé el sistema comercial DNeasy Blood and Tissue de
Qiagen (Qiagen). Al pellet de tejido libre de etanol se le afiadieron 180 pul de solucion
ATL, 80 ul de proteinasa K a 20 mg/ml concentracion final, se mezclé y dejo
incubando a 56°C en bafio Maria por 18 h o toda la noche.

Posteriormente, se le adicionaron 200 pl de la solucién AL y 200 pl de etanol al 96%,
se mezcld suavemente, y coloco en una columna de afinidad, se centrifugo a 8000
rpm durante 1 min. La columna se lavé con 500 pl de la solucion AW1 y centrifugo
a 8000 rpm durante 1 min; se realizé otro lavado con 500 ul de solucion AW2 y se
centrifugd a 13000 rpm por 1 min, se desechd el sobrenadante; para remover el
remanente de la solucion AW?2 se centrifugd en seco a 13000 rpm durante 1 min. El

DNA se obtuvo colocando 50 pl de agua estéril en la columna, posteriormente se
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centrifugd a 13000 rpm por 1 min. Finalmente, el DNA de cada muestra se almaceno

a 4°C hasta su uso.

AMPLIFICACION DE LA REGION RIBOSOMAL ITS1-5.8S-ITS2

Para la amplificacion de la regidon ITS1-5.8S-ITS2 se utilizaron los primers ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") y
100ng de DNA de la muestra. En un tubo estéril para PCR se colocaron los reactivos
en el siguiente orden 12.5 ul de master mix (10 umol de DNTP’s, 1.5mmol de MgClz
y 1x de buffer de PCR), 1.5 ul de ITS1 al 0.5 umol/L, 1.5 ul de ITS2 al 0.5 umol/L, 2
unidades de enzima Tagq DNA polimerasa y 10 ul de DNA de la muestra o0 10 ul de
agua estéril para el control negativo, para obtener un volumen final de 26 pl. La
reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador de punto final, las
condiciones a las cuales se llevd acabo la reaccion son las siguientes:
Desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min; seguida de 33 ciclos con una
desnaturalizacion de 94°C por 30 s, una alineacion de 58°C por 35 s, y una

extension a 72°C por 45 s; finalmente una extension final de 72°C por 7 min (Figura

5).
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Figura 5. Esquema del programa de amplificacién de la regién ribosomal
ITS1-5.8S-ITS2
ELECTROFORESIS EN GEL
Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio, en una camara de electroforesis horizontal a 100V durante
30 min, los productos se detectaron con un foto-documentador de UV, y se utilizé

un marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen).

PURIFICACION DEL DNA AMPLIFICADO EN GEL DE AGAROSA

Los productos de amplificacién obtenidos de la PCR se purificaron utilizando el
sistema comercial de purificacion QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Los
productos de amplificacion se colocaron en un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con
bromuro de etidio, el cual se resolvio (separd) a 70 V durante 30 min. Se cort6 el
producto del gel positivo para hongos, con ayuda del transilumindor-UV (tomando
como positivo el producto amplificado aproximadamente en 600 pb); se coloc6 en

un tubo de 1.5 ml estéril, se afadieron 500 ul de solucion QC, e incubo en bafio
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Maria a 56°C durante 10 min, posteriormente se mezcl6 y se afiadieron 300 pul de
isopropanol absoluto, se agité suavemente y se vertié el contenido en una columna
de afinidad, se centrifugo a 13000 rpm durante 1 min, se le afiadieron 500 ul de
solucion QG y centrifugo nuevamente a 13000 rpm durante 1 min, después se le
afadieron 750 ul de solucion PE y se centrifugo a 13000 rpm durante 1 min. Para
eliminar el remanente de la solucion PE de la columna, se centrifugo en seco a
13000 rpm durante 2 min. Para finalizar, el DNA se recuperé de la columna
agregando 50 ul de agua estéril y se centrifugo a 13000rpm durante 1 min. EIl DNA

purificado de cada una de las muestras se resguardo a -20°C hasta su uso.

CUANTIFICACION DE DNA
La concentracion del DNA se determiné a través de un espectrofotometro (Nano-
drop ONE) a una OD 260/280, utilizando como blanco agua estéril y se emple6 1pl

de DNA de la muestra. El DNA fue almacenado en 4°C hasta su uso.

SECUENCIACION DE GENES

La secuencia de nucledtidos se determin6 en ambos sentidos mediante el método
Tag FS Dye Terminator Cycle Sequencing Flourescence-Based Sequencing,
utilizando el equipo Applied Biosystems Modelo 3730 en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Se obtuvo la secuencia consenso, y la secuencia completa de
nucledtidos se someti6 a la base de datos del GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para buscar homologias mediante el sistema

Blast nucleotide. Los porcentajes de identidad entre las secuencias permitieron la
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identificacion de género y especie. Para realizar la secuenciacion de los genes se
utilizaron 100 ng de DNA purificado, y los iniciadores se utlizaron a una

concentracion final de 10 pmol, uno para cada reaccion de secuenciacion.

EXCLUSION DE MUESTRAS

De las 29 muestra iniciales Unicamente se seleccionaron trece (Tabla 1), donde se
confirmé el diagndstico de CMB por biologia molecular (Tabla 5); de las 16 muestras
restantes, 8 no amplificaron, ya que al ser muestras extraidas de bloques de
parafina, el material genético obtenido pudo sufrir fraccionamiento o degradacion
durante los procesos de parafinacion o desparafinacion dando como resultado una
concentracion de DNA baja o de poca calidad complicando la realizacion de las
técnicas moleculares. 8 muestras, después de compararlas con la base de datos de
GenBank, mostraron organismos como Brevibacterium linens (bacteria) por lo tanto
es un error de secuenciacion, tres resultaron Fraxinus uhdei (arbol), Usnea
rubrotincta (fruto), Gyrodactylus sp (parasito), Fungal sp. (hongo) y en una muestra
no se encontré similitud. Dado que ninguno de estos organismos son hongos
dematidceos o muestran relacion alguna con la CMB son consideradas como
negativas para CMB por contaminacién. Esto se debe a que al ser pacientes de
zonas rurales primero acuden a curanderos o buscan remedios antes de ir al
meédico. Debido a que el objetivo principal de este trabajo es identificar a nivel
molecular los agentes causales de CMB unicamente analizaremos el resultado de

las muestras donde se comprobo el diagnoéstico fenotipico (clasico).
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5. RESULTADOS

Tabla 2. Datos demograficos de las muestras de pacientes diagnosticados
con Cromoblastomicosis.
Ntotal = 29
Nnegativas CMB = 16
Npositivas CMB =13

Sexo Ocupacion Edad
Hombres Mujer Campesino Otra | Menos de 40 Mas de 40 Promedio
afos anos
12(92%) 1(8%) 12(92%) 1(8%) 2(16%) 11(84%) 60anos

Tabla 3. Topografia de la lesion y tiempo de evolucién de la enfermedad al
momento de tomar la muestra.
Topografia de las lesiones

Miembros Miembros Torax
e : (abdomen, Cara
inferiores superiores .
glateo)
2(16%) 5(38%) 4(30%) 2(16%)

Tiempo de evolucién

1 a 10 afos 11 a 20 afios masNde sin dato
20 anos
3(23%) 2(15.5%) 6(46%) 2(15.5%)

Del total de muestras en 8 no se puede comprobar a nivel molecular el diagnéstico
de CMB, 8 son negativas para CMB por lo que no se incluyeron en el andlisis
epidemioldgico de este trabajo; mientras que en las 13 muestras positivas a CMB
se encontré en la informacién compartida por el area dermopatologia del hospital
(Tabla 1) que 92% de los pacientes son hombres, campesinos, el 8% (1 paciente)
son mujeres; el rango de edad va de los 20 a los 76 afios, donde el mayor nimero
de casos se presentd en pacientes de 60 afios 0 mas (Tabla 2). De acuerdo con la

topografia de las lesiones, se observo qué las extremidades superiores son el area
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mas afectada con un 38%, el tiempo de evolucion vario de 4 a mas de 20 afos

(Tabla 3).

PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Después de realizar la PCR de la region ITS1-5.85-ITS2 de las muestras se
obtuvieron productos de amplificacion de 550 y 600 pb, aproximadamente (Figura
6). Para las muestras donde se obtuvo mas de un producto de amplificacién de
aproximadamente 550 pb y 600 pb, de la misma intensidad, se purificaron los
productos para comparar las secuencias obtenidas; como fue el caso de las

muestras 412-97, 88-99, 471-07, 535-11, 156-B-13 (Figura 6).

Figura 6. PCR de amplificacion de la regién ribosomal 18S-ITS1-5.8S-ITS2-
28S de muestras de pacientes diagnosticados con Cromoblastomicosis.
Carril 1 y 7: marcador de peso molecular de 100pb DNA Ladder; Carril 6 y
15: control negativo; [a] Carril 2: muestra 171-97; Carril 3: muestra 253-05;
Carril 4: muestra 40-13; Carril 5: muestra 471-07 ; [b] Carril 8: muestra 412-
97; Carril 9: muestra 535-11; Carril 10: muestra 156-B-13; Carril 11: muestra
88-99; Carril 12: muestra 616-16; Carril 13: muestra 617-16 y Carril 14:
muestra 550-16.
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En el caso de las muestras extraordinarias de cultivo fresco se observaron dos
colonias elevadas, radiadas, aterciopeladas, una de color gris-marrén y la otra de
color negro de las muestras 144a y 144b respectivamente. De ambas se tomo la
punta de una espatula como muestra y se trataron del mismo modo que todas las
anteriores a excepcion del proceso de desparafinacion. De estas dos muestras se
obtuvieron los productos de amplificacién en 600pb para la muestra 144ay 550 pb

para la muestra 144b (Figura 7).

Figura 7. PCR de amplificacion de la region ADNr 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S de
muestras de cultivo fresco. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100pb DNA
Ladder; Carril 2: muestra 144a; Carril 3: Muestra 144b; Carril 4: control negativo.

DNA PURIFICADO EN GEL DE AGAROSA

Se realizaron 3 PCR para cada muestra, después de corroborar que se obtuvieron
los mismos productos de amplificacién para cada una; se juntaron los volimenes
restantes de las reacciones (60 ul aproximadamente) y se purifico el DNA en un gel
de agarosa de los productos de amplificacion obtenidos en cada muestra. Para
conocer la cantidad y calidad del DNA obtenido de las muestras, se cuantifico 1 pl

de DNA de cada producto de amplificacion purificado, por espectrofotometria en el
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rango de luz ultravioleta (UV) a 260 nm, con ayuda del espectrofotdmetro Nanodrop
ONE (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion y pureza del DNAr de muestras de pacientes con
sospecha de Cromoblastomicosis.

Concentracion

Muestra de ADN (ng/ul) A260/A280
171-97* 7.2 2.1
294-97 7.3 1.9
412-971* 16.1 1.9
412-97> 10.03 1.8
88-991* 15.06 1.7
88-99 8.7 1.9
158-A-00 23.0 1.8
158-B-00 21.0 1.8
158-C-00 15.6 2.4
253-05* 8.0 2.0
471-071* 34.7 1.8
471-072 10.6 1.7
547-07 5.6 2.0
678-09 8.8 1.8
535-111* 8.2 1.7
535-11» 7.0 1.8
156-A-13 6.8 1.9
156-B-131* 21.4 1.8
156-B-132 6.4 1.8
40-13* 19.7 1.8
158-13 9.5 1.9
616-16* 15.7 1.9
617-16* 60.2 1.8
550-16* 72.9 1.8
144-a* 7.8 2.4
144-b* 21.7 1.9

1Y 2 productos de amplificacion diferentes en la misma

muestra.
*Muestras positivas a CMB

Ademas de conocer la concentracion y pureza del DNA, era importante conocer la
integridad del DNAr purificado de cada muestra, por lo que se corrié en un gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, esperando obtener una sola banda bien
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definida y estrecha, de 550 pb o 600 pb de acuerdo con el tamafio del producto de

amplificacion cortado y purificado para cada muestra (Figura 8).

2s ' i 4

. -

S .
- S
d i a 550pb

Figura 8. Productos de amplificacion purificados de DNAr de hongos obtenidos de
pacientes diagnosticados con CMB. Carril 1: marcador de peso molecular de
100pb DNA Ladder; Carril 2: muestra 616-16; Carril 3: muestra 617-16 y
Carril 4: muestra 550-16.

IDENTIFICACION DE AGENTES CAUSALES DE CROMOBLASTOMICOSIS

Se enviaron a secuenciar 100 ng de DNA de cada una de las muestras, en ambas
direcciones con los primers ITS1 e ITS4. Las secuencias obtenidas se compararon
con la base de datos del GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) para buscar homologias mediante el sistema Blast nucleotide. Los agentes
causales de CMB identificados en las muestras estudiadas se encuentran en la

Tabla 5.
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Tabla 5. Agentes causales de Cromoblastomicosis identificados a nivel de
género y especie, de muestras de pacientes del Hospital General Dr.

Manuel Gea Gonzalez.

Muestra Agente causal de Cromoblastomicosis . e ple
identidad.
171-97* Fonsecaea pedrosoi 100
294-97 Brevibacterium linens 96
412-971* Fonsecaea pedrosoi 100
412-97> Candida parapsilosis 100
88-99:* Fonsecaea pedrosoi 99
88-99 Candida parapsilosis 100
158-A-00 Fraxinus uhdei 99
158-B-00 Fraxinus uhdei 99
158-C-00 Fraxinus uhdei 99
253-05 Fonsecaea pedrosoi 100
471-071* Fonsecaea pedrosoi 99
471-072 Candida parapsilosis 100
547-07 Fungal sp 98
678-09 Usnea rubroctincta 90
535-111* Fonsecaea pedrosoi 99
535-112 Candida parapsilosis 100
156-A-13 Gyrodactylus sp 99
156-B-131* Fonsecaea pedrosoi 99
156-B-132 Candida parapsilosis 100
40-13* Cladosporium cladosporiodes 100
158-13 - -
616-16* Fonsecaea monophora 100
617-16* Fonsecaea pedrosoi 100
550-16* Fonsecaea monophora 100
144-a* Fonsecaea pedrosoi 100
144-b* Cladosporium oxysporum 99

1Y 2 productos de amplificacion diferentes en la misma muestra.
*Agentes causales de CMB

Asi mismo se realiz6 la alineacién y construccién de arboles filogenéticos con los
programas VECTOR Advance 11.5 y MEGA de las secuencias obtenidas de las
muestras contra las secuencias de la base de datos del GenBank con las que se

obtuvo un mayor porcentaje de identidad al realizar el BLASTn (Figura 9-13).
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Figura 9. Arbol filogenético del género Fonsecaea basados en la alineacion de
secuencias DNAre ITS. 171-97, 412-97, 88-99, 253-05, 535-11, 550-16, 616y 617-
16 secuencias obtenidas de la amplificacion y secuenciacion del DNAr de las
muestras de pacientes diagnosticados con CMB y secuencias de la base de datos
del GenBank.
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380| 380 390 400 410 420 430 440 430 460 470 480 490 500 all a2l 3
171-97| 12| GTCTCCTAGRCCCRACCTCCCAACCCTTTRETTACTACACCTCARTTGCT TCGGCAGGCCCGTCTTAATCTGACCGCT GRAGGACCACCTARTRCGRRT AT TACCTCTRRCCART ATCTGCCAATAGCCTARTCTCCTAACT CTIGGATCAR
41297 GICTCCTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGETTACTAGACCT CAGTTGCTTCGECAGGCCCAT CTTAAT CTGACCGCT GRAGGACCECCTART GCAGETGTTACCTCTGRCCAGT GICTGCCEATAGCCTARTCTCCTAACTCTGRATCAR

88-99| 12| GTCTECTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGETTACTAGACCTCAGITGCTTCRGCAGGCCCRTCTTARRCTGACCGCTGRAGRACCGCETART FCAGGTGTTACCICTGRCCAGTGICTGCCGATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAA
253-05| 23| GTCTCCTAGRCCCRACCTCCCAACCCTTTRETTACTACACCTCARTTGCT TCGGCAGGCCCGTCTTAATCTGACCGCTGRAGGACCACCTARTRCGRRT T TACCTCTRRCCART ATCTCCAATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAR
535-11| 12| GICTECTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGETTACTAGACCTCAGITGCTTCRGCAGGCCCRTCTTARTCTGACCGCTGRAGRACCGCETART FCGEGTGTTACCICTGRCCAGTGICTGCCGATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAA

156-B-13 GICTCCTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGETTACTAGACCT CAGTTGCTTCGECAGGCCCAT CTTAAT CTGACCGCT GRAGGACCECCTART GCAGET T TACCTCT GRCCAGT GICT GCCRATAGCCTARTCTCCTAACTCTGRATCAA
617-16 GICTECTAGRCCCRACCTCCCARCCCTTTGET TACTAGACCT CAGTTGCT TCAGCAGGCCCRT CTTART CT GACCACT GRAGRACCACCTART GCGRGTGTTACCTCTGRCCART GTCT GCCGATAGCCTARTCTCCTARCTCTGGATCAA

144a| 12| GICTECTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGETTACTACACCTCARTTGCTTCGRCAGGCCCGTCTTARRCTGACCGCTGGAGGACCGCETAATGCRAGTGTTACCTCTGGCCAGTGICTGCCGATAGCCTAATCTCCTAACTCTGRATCAR
F.pedrosoi CBS 126016 | 360 GICTECTAGRCCCGACCTCCCAACCCTTTGET TACTAGACCTCAGTTGCTTCRECAGGCCCRTCTTARNICTGACCGCTGRAGRACCACETART GCAGGTGTTACCTCTGGCCAGT GTCTGCCGATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAN
F.pedrosoi CNRMA9.573 | 41| GTCTECTAGGCCCGACCTCCCARCCCTTTGETTACTAGACCTCAGTTGCTTCARCAGGCCCATCTTAMICTRACCACTGRAGEACCACCTART GCGRGETGTTACCTCTGECCARTGTCTGCCRATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAR
F. pedrosoi IEC-CBM11| 31| GICTECTAGGCCCRACCTCCCARCCCTTTGEITACTAGACCTCAGTTRCTTCRECAGRCCCGICTTAMICTRACCACTREAGRACCGCCIART GCARETGI TACCTCTGRCCAGTRTCTGCCRATAGCCTAATCTCCTAACTCTGGATCAA
550-16 GICTICTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGITTACTTGACCT CAGTTGCTTCGECAGGCCCAT CTTAAT CTGACCGCT GRAGGACCECT CART GCAGACETTGCCTCT GRCCAGT GICT GCCRATAGCCTARTCTCCTAACTCTGRATCAR

616-16 GICTTCTAGRCCCRACCTCCCARCCCTTTGTTTACTTGACCT CAGTTGCT TCAGCAGGCCCRT CTTARGCT GACCRCT GRAGRACCACT CART RCGRGCATTGCCTCTGRCCART GTCT GCCGATAGCCTARTCTCCTARCTCTGGATCAR

F. monophora IQE285.47 | 16| GTCTTCTAGECCCGACCTCCCAACCCTTTGTTTACTIGACCTCAGTTRCTTCRECAGRCCCGTCTTARGCTRACCGCTREAGEACCECTCART GCARECETTROCTCTGRCCAGTRTCTGCCRATAGCCTAATCTCCTAACTCTGGATCAS
F. monophora CNRMALL | 41| GTCTTCTAGECCCGACCTCCCAACCCTTTGITTACTTGACCTCARTTGCTTCRECAGRCCCRTCTTAMTCTGACCGCTGRAGRACCACTCARTGCRGGCATTGCCTCTGECCART GTCTGLCGATAGCCTARTCTCCTAACTCTGRATCAN
.monophora CGMHD 0013 | 41| GTCTTCTAGGCCCGACCTCCCARCCCTTTRTTTACTTRACCTCARTTGCT TCARCAGRCCCETCTTAN CTRACCACTGRAGSACCGCTCARTGCARECETTGCCTCTGRCCART BTCTGCCRATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCAR

380| GTCTCCTAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGCTTACTAGACCTCAGTTGCTTCRGCAGRCCCGTC T TARTCTGACCACTGRAGGACCACCTARTGCGGGTGTTACCTCTGRCCAGTGTCTGCCGATAGCCTARTCTCCTAACTCTGGATCA

| SR = Y = T o T s B Y = N ]

e Rt T e ey

Figura 10. Alineacion de las secuencias del género Fonsecaea. 171-97, 412-97, 88-99, 253-05, 535-11, 617-16, 144a
muestras 100% homologas con Fonsecaea pedrosoi cepa CBS 1260016, CNRMA9.573, IEC-CBM11; muestras 550-16,
616-16 100% homologas con Fonsecaea monophora cepa IQE285.47, CNRMA11, CGMHD 0013. La region que va de 380
a 530 pb es donde se observé el mayor numero diferencias entre ambas especies. Amarillo idéntico a la secuencia
consenso, azul y blanco diferencias entre las especies F. pedrosoi y F. monophora.

El mayor nimero de diferencias genotipicas obtenidas después de la comparacién de las secuencias se encuentran en la
region que va de 380 a 530 pb de la secuencia consenso, donde en la posicién 385, 411 y 469 F. monophora cambia una
citosina por una timina, en 417 hay un cambio de adenina a timina, en 470 y 479 de timina a citosina, en 483 de adenina a

guanina con respecto a F. pedrosoi. Mientras que en la posicion 448 se observa un cambio de timina a guanina, mostrando
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gque tanto la muestra 616-16 y F. monophora cepa IQE285.47 son idénticas entre si, pero diferentes al resto de las

Fonsecaeas.
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T TGARRACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGGGCCT CCCAGAGAT TARACT CARCCARRT TTTAT T TART GT CARCCGAT TAT T ARTAGT CARARCTTTCARCARCGGAT CTCTT GG TCTCCCAT COAT GRAGRACGCAGCER

T TGARRACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGGGCCT CCCAGAGAT TARACT CARCCARRT TTTAT T TART GT CARCCGAT TAT T ARTAGT CARARCTTTCARCARCGGAT CTCTT GG TCTCCCAT COAT GRAGRACGCAGCER

TTTTGARRACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGGGCCTCCCAGAGAT TARACT CARCCARAT T TAT T TART GT CARCCGAT TAT TTARTAGT CARARCTTTCARCARCGGAT CTCTT GG TCTCCCAT COAT GRAGRACGCAGCER

TTTTGARRACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGGGCCTCCCAGAGAT TARACT CARCCARAT T TAT T TART GT CARCCGAT TAT TTARTAGT CARARCTTTCARCARCGGAT CTCTT GG TCTCCCAT COAT GRAGRACGCAGCER

T CARRRCTTTeCT T T GG AGGCCT T CTA AT GeRRCCT CCCAGA AT AR T CAA CCA AT T T T AT T T AT T CARCCGAT TA T TTART AT CARRACT TTCAACAACGGATCTCTT AT TCT CRCATCEAT GRAGRACGCAGCGR

T CARRRCTTTeCT T T GG AGGCCT T CTA AT GeRRCCT CCCAGA AT AR T CAA CCA AT T T T AT T T AT T CARCCGAT TA T TTART AT CARRACT TTCAACAACGGATCTCTT AT TCT CRCATCEAT GRAGRACGCAGCGR

T AR T T eCT T T GG AGGCCTT AT AT GRRECCT CCCAGA AT T AR T CAA e A T T T T AT T T AT T CAAC CRA T TA T T AR T AT AR AR CT T CAACAACGGATCTCTTGRTTCT CRCATCEAT GAAGRACGCAGCGR

T AR T T eCT T T GG AGGCCTT AT AT GRRECCT CCCAGA AT T AR T CAA e A T T T T AT T T AT T CAAC CRA T TA T T AR T AT AR AR CT T CAACAACGGATCTCTTGRTTCT CRCATCEAT GAAGRACGCAGCGR

T GARRACTTTeCT T T GG AGGCCT T CTA AT GRERCCT CCCAGA AT T AR T CAA CCA A T T T T AT T T AT T CARC CRA T TA T TT AR T AT CAR AR CT T CAACAACGGATCTCTTGATTCT CRCATCEAT GRAAGRACGCAGCGA

T GARRACTTTeCT T T GG AGGCCT T CTA AT GRERCCT CCCAGA AT T AR T CAA CCA A T T T T AT T T AT T CARC CRA T TA T TT AR T AT CAR AR CT T CAACAACGGATCTCTTGATTCT CRCATCEAT GRAAGRACGCAGCGA

T TGARRACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGGGCCT CCCAGAGAT TARACT CARCCARAT TTTAT T TART GT CARCCGAT TAT TTARTAGT CARAR CTTTCARCARCGGAT CTCTT GG TCTCECAT CAAT GRAGRACGCAGCER

Figura 11. Alineacion de secuencias 100% homologas con Candida parapsilopsis, muestras 412-97, 88-99, 471-99, 535-
11 y156-B-13 en donde se obtuvieron dos productos de amplificacién similares en tamafio e intensidad. Amarillo idéntico
a la secuencia consenso.
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—  C. cladosporioides ¥T3

— C. cladosporioides 40-13

I C. cladosporicides LPSC 1202
— C. cladosporioides PLT1BB
I Cladosporium sp CLAD115
I C. pseudocladosporioides AchAv2

— C. urindinicola C311674
—— Cladosporium sp SQ4

—— C. oxysporum GXDF24

C. oxysporum 144b
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Cladosporium sp SH1
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C. oxysporum 5P1a
C. oxysporum SC310z001a
0.01

Métodos Bayesianos

Figura 12. Arbol filogenético del género Cladosporium basados en la alineacién de
secuencias DNAr e ITS. 40-13 y 144b secuencias obtenidas de la amplificacion y
secuenciacion del DNAr de las muestras de pacientes diagnosticados con CMB y
secuencias de la base de datos del GenBank.
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480| 490 500 510 520 530 340 350 560 570 380 390 600 610 620 830

144b | 315 CCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGECARCGCGETCCGCCGCGTGCCTCARATCGACCGGCTGEGICTICTGICCCCTAMGCGTTGIGGRARACTATTCACTARAGEGT GCTCGGGAGGCTACGCCGTARRACARLCACGTTTCTARGGTT

. oxysporum isolate GXDF24 | 316| CCACTCARGCCTCRCTTEETATTGEGCARCECGET CCGCCGCETGCCTCARATCRACCGECTGEETCTTCTETCCCCTARGCGT TG GERRACTATTCACTARLGEGT GCTCEEEAGGCTACGCCETARAACLLACCCATTTCTARGGTT
C. oxysporum 5P1 | 317} CCACTCAAGCCTCGCTTGGTATIGRECARCACEGTCCGCCGCGTGCCTCARAT CRACCEGCTEGETCTTCTRTCCCCTARGCETTGT GEARACTAT TCGCTARAGERTGCT CAGEAGGCTACGCCATARAACARACCCATTTCTARGGTT
C.oxysporum SCSIO 2001 | 319) CCACTCAAGCCTCGCTTGETATTGEGCAARCGCGET CCRCCGCETGCCT CARATCEACCGECTGEGTCTTCTGICCCCTAAGCGTTGTRGARACTATTCGCTARAGGET GCTCGGGAGECTACGCCGTARAACARACECATTICTARGRTT
C. oxysporum SCAU143 | 318| CCACTCRAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGET CCGCCGCETGCCTCARATCEACCGECTGEGICTTCTGTCCCCTARGCGTTGTGEARACTATTCECTARAGEGT GLCTCGGGAGECTACGCCGTARRACARACECATTTCTARGGTT

C. uredinicola C511674 | 319 CCACTCAAGCCTCACTTGRTATTGAGCAACGCGRTCCGECGCGTGCCTCARATCRACCRGCTRAGTCTTCTRTCCCCTARGCATTRT GRARACTATTCGCTARAGGGTARTCAGGAGGCTACGCCGTAARACARABCCCATTTCTAAGGTT
40-13 | 346 CCACTCARGCCTCGCTTGGTATTGEGCARCGCGETCCGCCGCGTGCCTCARATCGACCGECTGGETICTTCTGTICCCCTARGCGTTGTGGANACTATTCGCTANAGGRT GIT CGGGAGGCTACGCCGTARAACARBCECATTTCTARGGTT

C. cladosporioides YT3 | 486| CCACTCAAGCCTCGCTTEGTATTGAGCAACGCGGTCCGECGCGTGCCTCAMATCEACCRGCTAEGTCTTCTRTICCCCTARGCAT TRT GRARACTAT TCGCTARAGGGTARTCAGGAGGCTACGCCGTARRACARECCCATTTCTARGGTT

C. cladosporioides PL7-1BB | 370 CCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGAGCAACGEGETCCGECGCETGCCTCARATCEACCEGCTAAGTCTTCTGTCCCCTARGCAT TAT GRARACTAT TCGCTARAGGGT AT CAGEAGGCTACGCCGTAANACAAECCCATTTCTARRGTT

. cladosporioides LPSC 1202 | 378) CCACTCAAGCCTCGCTTGATATTGGECAACGCEETCCGCCACATECCTCARATCGACCRACTERETCTTCTATCCCCTARGCATTGTGEARACTATTCGCTARAGERTCETCAAGAGECTACGCCATARAACARECCCATTTCTARGETT

0 IR 486| CCACTCARGCCTCGCTTRETATTGEECALCGCEETCCRCCECET GCCT CARAT CRACCAAITGAEICTICTEICCOCTARGCGTTGT GEARACTAT TCGCTARAGEETGTTCGECAGGCTACGCCATAARACAACCCCATTTCTALGGTI

Figura 13. Alineacion de las secuencias del género Cladosporium. Muestra 40-13 100% homologa con Cladosporium
cladosporoides cepa YT13, PL7-1BB y LPSC 1202; muestra 144b 100% homologa con Cladosporium oxisporyum cepa
GXDF24, 5P1, SCSIO z001 y SCAU143. La region de 590 a 630 pb es donde se observaron las diferencias entre ambas
especies. Amarillo idéntico a la secuencia consenso, verde y blanco diferencias entre especies, azul y blanco diferencias
entre la muestral44b y las especies de Cladosporium.
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6. DISCUSION

La cromoblastomicosis es la mas frecuente de las micosis subcutaneas causadas
por hongos dematiaceos y constituye la tercera micosis subcutanea mas frecuente
en México. Es considerada una enfermedad desatendida por la Organizacion
Mundial de la Salud (1) debido a que la notificacion de esta enfermedad no es
obligatoria, por lo que no existen datos epidemiologicos. Su incidencia y prevalencia

en México se mide por los reportes de casos clinicos en la literatura (1, 7, 25, 29).

El diagnéstico de CMB en México se basa en el examen micoldgico e histoldgico de
las muestras de tejido del area afectada. Por alrededor de 19 afios (1997 a 2016) el
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez conservd muestras embebidas en
bloques de parafina, donde se observaron células muriformes (signo
patognomonico de la enfermedad) o caracteristicas de hongos dematiaceos, por
esta razén se analizaron las muestras con la finalidad de identificar los agentes
causales que afectan a la poblacion mexicana y comprobar a nivel molecular el
diagnéstico. En 16 muestras no se pudo corroborar el diagnéstico debido a que la
calidad del DNAr no permitio el andlisis molecular (8 muestras) o bien se
encontraron organismos que no muestran ninguna relacién con la CMB (8 muestras,
Tabla 5) por lo que se consideraron como negativas, mostrandonos la importancia
de una correcta toma de muestra y la implementacién de métodos de diagndstico
mas especificos para este tipo de enfermedades para emitir un diagndéstico correcto

y un tratamiento oportuno, adecuado y eficaz.

Los datos demograficos proporcionados para las muestras positivas (Tabla 1)

coinciden con trabajos realizados en poblacion mexicana con CMB ya que
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observamos que los individuos mas afectados por esta micosis subcutanea son del
sexo masculino, que se dedica a trabajos rurales (Tabla 2) por lo tanto son mas
propensos a adquirir la infeccion por inoculacion traumatica durante su trabajo,
similar a lo que reportan distintos autores donde la frecuencia en hombres va del
63% al 71%, mientras que para campesinos es del 70% (1, 7, 25, 29). La edad
promedio fue de 60 afios, por lo tanto la mayoria de las muestras son de pacientes
de la tercera edad (84%) que debieron adquirir la enfermedad entre los 40 y 50
afos. A pesar de que esta patologia es mas frecuente en adultos, consideramos
importante mencionar que no es propia de la edad ya que todas las edades pueden
verse afectadas, inclusive existen reportes de casos en nifios, 3 en México hasta el
2013 (25, 75, 21) y 22 casos de nifios y adolescentes en Venezuela de 1992 al

2004, una constante de estos casos son las actividades rurales (4).

Con relacién a la evolucion de la enfermedad el 46% de los pacientes acudieron a
consulta después de 20 afios de evolucion y ninguno antes de un afio; por lo tanto,
el 84.5% de la poblacion analizada acudié a consulta mucho tiempo después de
adquirir la infeccion (11 muestras), similar a lo reportado en la literatura donde del
68% al 88% de la poblacion acude a consulta después de 1 afio o mas de padecer
la infeccidén (1, 25, 29). Esto nos indica que la infeccién no tiene un periodo de

incubacion definido, en la mayoria de los casos tiene un curso lento y crénico.

El area mas afectada son los miembros superiores (38%), seguido de térax (30%)
(Tabla 3), similar a lo reportado por Atoche et al 2016, donde mencionan que los
miembros superiores son los mas afectados, pero estos datos contrastan con lo

reportado por Bonifaz et al 2001 y Navarrete et al 2017 donde observaron que el
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mayor numero de casos en México se presentan en las extremidades inferiores
(entre un 50% o0 55%). Estas diferencias puede deberse al nimero de muestras
analizadas ya que en los trabajos citados anteriormente manejan una n de 51y 60;
todos coinciden en que los gluteos, la cara, el pabellén auricular e incluso la nariz

pueden verse afectados por la infeccién pero en menor frecuencia (1, 25, 29, 33).

La enfermedad ocurre con mayor frecuencia en hombres con respecto a mujeres.
Esto varia dependiendo del pais; por ejemplo, en México va de 2:1 a 4:1, en Corea
y Japon es 1:1; mientras que en Brasil puede llegar a ser de 12:1 coincidiendo mas
con nuestros datos (1, 7, 17,21, 25) debido a que en dichos paises es mas comun

gue los hombres realicen trabajos de campo.

El diagnéstico por identificacion fenotipica de las especies de hongos patégenos
con pigmentacion oscura del orden Chaetothyriales (clase Eurotiomycetes) de los
géneros Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora, Rhinocladiella y Exophiala es
dificil y en ocasiones puede ser errénea, ya que es necesario contar con una
experiencia considerable para su correcta identificacion, asi mismo se requiere de
un tiempo prolongado para dar un resultado preciso (14, 35). Por esto decidimos
hacer uso de técnicas moleculares como la extraccion, amplificacion y
secuenciacion del DNAr para identificar a nivel de especie los agentes causales
de CMB utilizando los marcadores moleculares ITS, que se han convertido en la
region del DNA utilizada con mayor frecuencia, y ha demostrado ser un método
potencialmente util para la deteccion e identificacion rapida de hongos con fines
meédicos y cientificos, debido a que estas secuencias contienen regiones variables

y conservadas, lo que permite la comparacion y la discriminacion de organismos de
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diferentes niveles taxondmicos y filogenéticos entre especies del mismo género. Asi
mismo se utilizan las secuencias fungicas de ITS para la identificacién de cultivos,
la investigacion filogenética, la deteccidn directa a partir de muestras clinicas o el
medio ambiente y la tipificacion molecular para investigaciones epidemioldgicas (2,

15, 16, 30, 32).

Se obtuvieron once secuencias para el género Fonsecaea del cual actualmente se
distinguen principalmente cuatro especies que afectan humanos: F. pedrosoi, F.
nubica, F. monophora y F. pugnacius, las primeras dos se relacionan estrictamente
con la formacién de células muriformes y CMB en el mundo (23, 35, 44) mientras
que F. monophora y F. pugnacius muestran un neurotropismo, que eventualmente
lleva a la diseminacién al cerebro y otros 6rganos (44). F. pedrosoi es el principal
agente etiolégico de CMB en México de acuerdo con Bonifaz et al., 2001 en el 90%
de los casos, Rojas et al., 2015 con 100% de los casos analizados, Navarrete et al.,
2017 con 98% casos confirmados y en el 87% de los casos estudiados por Atoche
et al 2018 (1, 7, 25, 29) coincidiendo con nuestros resultados debido a que 9 de las
13 muestras positivas comparten homologia en un 99% o 100 % con las cepas de
F. pedrosoi CBS 126016, IEC-CBM11, MAO7P, CNRMA9.573 e IFM4914 entre otras

(Figura 10).

Las secuencias obtenidas de las muestras 550-16 y 616-16 comparten el 100 % de
homologia con las cepas de F. monophora CNRMA11, kw-In-8252-14, IQE285.47 y
CGMHD 0013 (Figura 10), considerada mas como un oportunista ya que ocasiona
infecciones diseminadas en cerebro y otros organos (3, 10). De igual manera es un

agente etiologico de CMB, principalmente al sur de China donde se tienen
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reportados el mayor numero de casos por este patdgeno; también se han
confirmado casos en Argentina, Brasil y Africa (18, 22, 44); en México no se tiene
descrito ningun caso de CMB por dicho hongo (4, 7, 8, 29), por lo que estos dos

pacientes son los primeros casos confirmados por F. monophora.

Las diferencias morfologicas vy fisioldgicas entre F. pedrosoi y F. monophora son
pocas, por lo que es dificil distinguirlas fenotipicamente ya que ambas tienen el
aspecto microscopico tipico del género Fonsecaea (colonias negras de crecimiento
lento y seco con textura aterciopelada), con una temperatura de crecimiento maxima
de 37°C, tolerantes a cicloheximida (23, 41). Una de las principales diferencias es
F. pedrosoi afecta piel y tejido subcutdneo provocando CMB mientras que F.
monophora ademas causar CMB también afecta otros 6rganos como el cerebro, los
ganglios linfaticos cervicales, y puede aislarse directamente del medio ambiente por
lo que es considerada un oportunista en general (21, 22, 41). Los dominios ITS
ribosémicos se han empleado ampliamente para evaluar la historia evolutiva del
género Fonsecaea (Figura 9) y diferenciar genotipicamente entre las especies de
este género, y confirmar que tanto F. pedrosoi como F. monophora son agentes
causales de CBM en México (Figura 10), al observar el 100% de similitud entre las
secuencias obtenidas de la amplificacion del DNAr y las secuencias ITS de
pacientes diagnosticados con CMB contra las secuencias de la base del datos del

GenBank.

Cinco muestras con presencia de F. pedrosoi, también presentaron Candida
parapsilosis (Tabla 5, Figura 11), En este grupo se identificaron dos productos de

amplificacion, debido a la diferencia en el tamafio de las ITS’s. C. parapsilosis es
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una levadura oportunista que se aisla facilmente de suelo, agua y plantas, asi como
de mucosas, piel y ufias de los seres humanos y animales. Puede causar
infecciones orales, vaginales, pulmonares y en ocasiones infecciones sistémicas
como candidemia (presencia de especies de Candida en sangre) en pacientes
inmunodeprimidos, posquirdrgicos, neutropénicos y neonatos prematuros. Su
aparicion esta relacionada con su capacidad de colonizar la piel, proliferar en
soluciones que contienen glucosa y adherirse al plastico. Es la especie mas comun
en el ambiente hospitalario entre las especies de Candida no albicans y se
encuentra frecuentemente en las superficies fisicas, material quirdrgico, ufias y
manos de enfermeras o médicos (39). No se ha descrito la asociacion de C.
parapsilosis con CMB, por lo que se ignora si esta asociacion favorece el efecto del
hongo negro en cuanto a la rapidez y tipo de presentacion, la extension de la lesion,
asi como si se ve afectada la respuesta al tratamiento. Queda claro que la
identificacion de esta levadura no es rara, ya que es parte de la microbiota de la
piel, sin embargo, no habia sido identificada en estudios previos debido a que tal
vez el hongo negro inhibia su crecimiento o la toma de las muestras era superficial
0 solo se sembraban las escamas de la lesion. El hecho de identificarla se debe a
la metodologia utilizada, donde se emplearon biopsias de piel y al extraer el DNA
total de la muestra, se amplific6 el DNAr y las regiones ITS de C. parapsilosis y del
hongo negro, solo que el tamafo del producto de amplificacion fue diferente entre
ellos (Figura 6), y a que su prevalencia clinica ha ido en aumento debido a que es
la principal especie no-albicans responsable de candidiasis diseminada con un

20% de los casos en México de acuerdo con Trevifio et al 2012 (6).
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Las muestras 40-13 y 144b son homologas para Cladosporium cladosporoides cepa
YT13, PL7-1BB y LPSC 1202 (Figura 12, 13) y Cladosporium oxysporum cepa
GXDF24, 5P1, SCSIO z001 y SCAU143. (Figura 12, 13) respectivamente; de igual
forma son hongos dematiaceos que forman colonias olivaceas a negras,
aterciopeladas; este género morfologicamente es muy similar a las especies de
Cladophialophora pero se distinguen de esta por encontrarse en la clase:
Dothideomycetes y orden: Capnodiales y muestran incapacidad para crecer en
medios que contienen cicloheximida (28). C. cladosporoides y C. oxysporum son las
especies mas comunes en infecciones cutaneas o0 subcutaneas como
Feohifomicosis (PHM), término generalmente reservado para el resto de los
sindromes clinicos causados por hongos melanizados, donde no se observan
células muriformes (13, 26, 31, 42). La gran variedad de manifestaciones clinicas
entre PHM cutanea y CMB y la similitud morfolégica de sus agentes causales
basados solo en los hallazgos patolégicos hacen dificil la diferenciacion y
diagnéstico entre ellas (2). Tomando en cuenta que en ambas muestras se tiene la
certeza de haber observado células muriformes en el examen directo e
histopatoldgico nos confirma que C. cladosporioides es un agente causal de CMB
poco comun ya que solo se encontraron reportados 4 casos en la India en 2015 (5,
24); en los primeros 3 casos los pacientes eran hombres de entre 20 y 50 afios,
inmunocompetentes, con una duracion de la infeccion de 1 a 13 afios en las
extremidades inferiores. En los 3 casos se confirmé CMB por la presencia de células
fumagoides y la especie C. cladosporoides por cultivo (5), mientras que el caso 4
era un agricultor varon de 55 afos con una lesion en la pierna izquierda con una

evolucion de aproximadamente 32 afios, y se diagnosticé igual que los 3 casos
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anteriores, mas meétodos de biologia molecular, donde amplificaron el fragmento de
la regién D1/D2 del gen LSU (28S DNAr, segunda region variable del DNAr mas
utilizada para su amplificacion), utilizando el par de iniciadores universales NL1 e
NL4 (este es otro método que sirve para la diferenciacion de especies a nivel
molecular de hongos) (27), la secuencia obtenida se comparé con la base de datos
de NCBI GenBank; donde al igual que nosotros obtuvieron C. cladosporioides (24),
a diferencia de C. oxisporium donde no se encontré ningun caso reportado de CMB
ya que es muy raro encontrarlo en infecciones cutaneas y de estas la mas comun
es PHM. Similar al reportado por Torres et al., 2018 en México (37) y Nath et al.,
2015 en la India, donde después de llevar a cabo la PCR para la amplificacion y
secuenciacion de los espaciadores internos transcritos (ITS) y el DNAr utilizando los
iniciadores ITS1 e ITS4 (43), obtuvieron una homologia del 100% con Cladosporium
langeronii y 99% con Bipolaris cynodontis respectivamente (24, 37), confirmando
asi que agentes poco comunes como C. cladosporoides o extremadamente raros
como C. oxisporium, C. langeronii y Bipolaris cynodontis son capaces de producir

células fumagoides y por lo tanto ocasionar cromoblastomicosis.

La CMB en México se diagnostica por métodos convencionales, lo que podria llevar
a una identificacion errénea del patbgeno como lo describe Torres et al., 2018, por
lo tanto, el analisis de las secuencias ribosomales e ITS permiten una identificacion
precisa de las especies y contribuye con datos exactos de esta enfermedad humana

endémica de México.
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7. CONCLUSIONES

Se comprobd a nivel molecular el diagndstico fenotipico de CMB e identifico el
género y especie del agente causal a través del analisis de secuencias DNAr e ITS
utilizando los iniciadores universales ITS1 e ITS4.

Se identificé a F. pedrosoi, como principal agente causal de CMB en México.

Se present6 una infeccion mixta con C. parapsilosis, levadura oportunista de la cual
no se tienen reportes de su asociacién con CMB.

Se identificé a F. monophora, C. cladosporioides, agente causal de CMB poco
comun en el mundo y C. oxisporium confirmado que este hongo dematiaceo es
capaz de producir células muriformes y por lo tanto causar CMB, especies nunca
reportadas en México como agentes etioldégicos de CMB, por lo que consideramos
importante este trabajo.

En 16 muestras de las 29 iniciales no se pudo corroborar el diagndstico a nivel
molecular, mostrando la importancia de realizar correctamente la toma de muestra
y el tratamiento previo de esta antes de someterla a cualquier método de
diagnéstico, ambos elementos esenciales para poder diagnosticar y tratar cualquier

enfermedad.
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