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Propésito y Método de estudio: La cromoblastomicosis es una enfermedad granulomatosa
cronica que afecta piel y tejido celular subcutineo, es endémica en paises tropicales y sub
tropicales. En Venezuela el drea endémica esta limita a los estados, Lara, Falcon y Zulia. Es
la micosis profunda més frecuente en el pais. El objetivo principal de este trabajo fue
realizar la identificacion fenotipica y molecular de aislamientos de pacientes con
cromoblastomicosis procedentes de un area endémica de Venezuela, estudiar la variabilidad
genética de los aislamientos clinicos y correlacionar los datos clinico-epiemioldgicos con
los hallazgos fenotipicos y genotipicos. Para realizar este estudio se diagnosticaron 35
pacientes en un lapso de seis afios (2003-2009), los aislamientos se identificaron por
métodos convencionales y herramientas moleculares. Se evalud la susceptibilidad in vitro
en 35 cepas, siguiendo el método de referencia M38-A2 del Clinical Laboratory Standards
Institute. Se realizaron estudios de variabilidad genética mediante ERIC-PCR. Se investigo
la asociacion de los polimorfismos de ADN con las caracteristicas clinicas de los pacientes
y con la epidemiologia.
Contribuciones y Conclusiones: se confirma Cladophialophora carrionii como el
principal agente etioldgico de cromoblastomicosis en Venezuela. La enfermedad fue
prevalente en pacientes masculinos de ocupacion agricultores. Las lesiones se presentaron
con mayor frecuencia en miembros superiores. Se describe por primera vez Cladosporium
velox como agente etioldgico de la cromoblastomicosis. Todos los aislamientos fueron
susceptibles a los azoles evaluados y a la terbinafina, la droga menos efectiva fue
anfotericina B. Se estudio la diversidad genética de los aislamientos, mostrando diferentes
smos intra e interespecies. Dos grandes clusters de C. carrionii se
-PCR y se evidenci6 asociacion entre las formas clinicas y las
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre la cromoblastomicosis.

La cromoblastomicosis fue descubierta por Alexandrino Pedroso en Brasil en el afio

de 1911. Pedroso reportd la presencia de cuerpos esféricos marrones o0scuros
localizados en células gigantes, a partir de una biopsia de piel de lesiones nodulares y
ulceradas en pierna y pie de un paciente diagnosticado con una dermatitis verrugosa.
La primera publicacion que se reconoce sobre esta enfermedad fue en 1920 por Pedroso
& Gobmes, de 4 casos de dermatitis verrugosa en Brasil incluyendo el primer caso de
Pedroso (4, 66). Brumpt en 1922 describe la etiologia de los casos detectados en Brasil
y les dio el nombre de Hormodendrum pedrosoi en honor a quien descubri6 el primer
caso, posteriormente renombrados por Negroni en 1936 como Fonsecaea pedrosoi (15,
60). Terra et al en 1922, defini6 el término de cromoblastomicosis, para sefialar las
patologias causadas por levaduras pigmentadas (81). En 1992 la Sociedad Internacional
de Micologia Humana y Animal (ISHAM) recomend6 el término de
cromoblastomicosis que ha sido mantenido oficialmente hasta el presente (63).

El primer caso de cromoblastomicosis en Venezuela se diagnosticd por
histopatologia por Jos¢ Antonio O’Daly en 1938 (62), posteriormente publicaron 8
casos en el afio 1943 (61). Trejos, investigador de Costa Rica en 1954 definié una

nueva especie de cromoblastomicosis de cepas recuperadas en Venezuela enviadas por



el Dr. Humberto Campins (18), desde el Estado Lara como Cladosporium carrionii,
reubicada en 1995 por de Hoog et al, en el género Cladophialophora (29, 84).

La cromoblastomicosis se define como infeccion subcutanea causada por hongos
pigmentados, dematidceos de pared gruesa, que forman estructuras multicelulares
Ilamadas células muriformes o cuerpos escleréticos en los tejidos (3, 53). Es una
micosis profunda granulomatosa localizada en piel y tejido celular subcutaneo, causada
por hongos dimorfos cuyo hébitat es el suelo, fragmentos de madera, plantas, hojas y
materia organica en descomposicion. Los agentes etioldégicos mas aislados en el mundo
son Fonsecaea pedrosoi y Cladophialophora carrionii, con menor frecuencia se reporta
Fonsecaea monophora, Phialophora verrucosa y en raros casos Rhinocladiella
aquaspersa y algunos reportes de Exophiala jeanselmei y Exophiala. spinifera (9, 65).
Recientemente Exofiala bergeri y Fonsecaea nubica han sido identificados como
nuevos agentes de cromoblastomicosis (43, 58). Un caso raro de cromoblastomicosis
se publico en un paciente con transplante renal causado por una especie no esporulada

del género Rhytidhysteron (22).

1.2 Epidemiologia.

La cromoblastomicosis es una enfermedad cosmopolita, endémica, no contagiosa,
de distribucion mundial que se presenta con mayor frecuencia en los paises tropicales y
subtropicales, con alta incidencia de casos entre 30° N y 30° S (4). Las éareas de alta
endemicidad para la enfermedad son Africa (Madagascar y Sudafrica), en
Latinoamérica (Brasil, Venezuela, México, Cuba y Republica Dominicana). También

se reporta con una alta frecuencia en otros continentes, como Asia (India, China, Japon
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y Malasia) y Australia. Casos raros se han reportado en Canad4, norte de Europa y
Estados Unidos (71). La mayoria de los agentes etiologicos pertenecen a la familia
Herpotrichillaceae, (23-24), cuyo hébitat es el medio ambiente. EI mecanismo de
infeccion es exdgeno (4), la enfermedad afecta a individuos inmunocompetentes que
estan en contacto con el hongo, no tiene predileccién por raza, género o edad. Es una
enfermedad ocupacional, que generalmente se reporta en trabajadores rurales,
agricultores, mineros, quienes trabajan sin proteccién y estan predispuestos a adquirir la
infeccion a través de heridas punzantes. La localizacion de las lesiones se describe
principalmente en miembros inferiores. La mayoria de los casos ocurren en pacientes
masculinos en edades productivas de la vida entre los 20 y 60 afios. Sin embargo el
namero limitado de casos entre los agricultores y granjeros pueden suponer otros

factores involucrados para el desarrollo de la enfermedad (4).

1.3 Agentes etiol6gicos de la cromoblastomicosis.

El habitat de los agentes etioldgicos de la cromoblastomicosis se supone que es el
medio ambiente, pero el aislamiento de la naturaleza de estos microorganismos ha sido

dificil (89).

1.3.1 Género Fonsecaea.

Las especies del género Fonsecaea son anamorfos. F. pedrosoi es el principal
agente etiologico de cromoblastomicosis en el mundo, es un hongo saprofito,

filamentoso (40, 76). Sin embargo Vicente et al (89) demostraron que los aislamientos
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del medio ambiente son diferentes de los aislamientos clinicos. El nicho ecolédgico de
estos microorganismos del género Fonsecaea es desconocido, es probable que se
requiera parametros especiales para su aislamiento como el pasaje en animales (58). F.
pedrosoi se reporta en estricta asociacion con esta enfermedad. Por otro lado, F.
monophora se considera menos asociada a cromoblastomicosis, también afecta a otros
organos como cerebro, nodulos linfaticos, ganglios cervicales y vias biliares. F.
monophora puede aislarse del medio ambiente (57). Recientemente se describié una
nueva especie F. nubica que al igual que F. pedrosoi estd asociada a
cromoblastomicosis, sensu stricto. La distincion morfoldgica entre las tres especies es
dificil, clinicamente esa distincion es relevante, porque las especies difieren en
patologia y virulencia. F. monophora se considera la especie mas virulenta por su
capacidad para afectar otros 6rganos. Un 81.4% se aisla de pacientes con
cromoblastomicosis, en un 9.3% de infecciones cerebrales y un 9.3% del medio
ambiente. La distribucion geografica difiere entre las especies, pero F. pedrosoi es
procedente de América Central y de Sudamérica, con pocos casos reportados en otros
paises y nunca ha sido descrito como agente etioldgico de cromoblastomicosis en
China. Un pequeiio porcentaje de los aislamientos de F. monophora, proceden de
Sudamérica, un porcentaje importante de China y pocos casos reportados en otros

paises y similar distribucién presenta F. nubica (58).

1.3.2 Género Cladophialophora.

Las especies del género Cladophialophora son anamorfos, frecuentemente

encontradas en infecciones humanas. El género se ubico entre los hongos que exhiben
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conidiogénesis tipo Phialophora pero esta caracteristica limita la especie C. carrionii.
Su estado teleomorfo no se ha encontrado. C. carrionii es el principal agente causal de
cromoblastomicosis en regiones tropicales y subtropicales, semiaridas (71). Se reporta
con frecuencia en Madagascar, Sudéafrica, Venezuela, Sur de China y Australia (13,
36). Dentro del género se han encontrado otras especies clinicamente importantes
como: Cladophialophora bantiana y Cladophialophora modesta que causan
infecciones cerebrales. Cladophialophora devriesii y Cladophialophora arxii causan
infeccion diseminada. Cladophialophora boppi y Cladophialophora saturnica causan
infecciones cutaneas (8). Algunas especies de Cladophialophora se encuentran en
asociacion y viviendo en plantas (28). Se cree que en las espinas de los cactus en las
que este hongo crece podrian funcionar como vehiculo de introduccién al cuerpo

humano (21).

1.3.3 Género Phialophora.

El género Phialophora tiene mas de 40 especies, la mayoria sapréfitas del medio
ambiente. De importancia clinica se describen Phialophora verrucosa y Phialophora
richardsiae como agentes de cromoblastomicosis y feohifomicosis (50). P. verrucosa
se ha aislado de madera en descomposicién, troncos, corteza de pinos y suelos en el
Japon (44). Se han reportado casos de cromoblastomicosis por P. verrucosa en paises
tropicales y subtropicales principalmente en Sudamérica y JapOn. Recientemente se
reporté un caso de cromoblastomicosis en Corea causado por Phialophora richardsiae

(79).



1.3.4 Género Rhinocladiella.

El género Rhinocladiella comprende un grupo de especies saprofitas, aisladas del
suelo, piedras, liquenes, oportunistas, productoras de feohifomicosis, lesiones cutaneas
asi como infecciones del sistema nervioso central. Recientemente en el genero
Rhamicloridium se incluyen especies anteriormente del género Rhinocladiella (5). La
Unica especie relacionada hasta el momento con cromoblastomicosis es R. aquaspersa.
Descrita por Borelli en 1942 como Acrotheca aquaspersa y redefinida como R.
aquaspersa en 1972 (12). Se han reportado pocos los casos de cromoblastomicosis por

este agente causal (7, 64, 67, 78). Su incidencia esta limitada al continente americano.

1.3.5 Género Exophiala.

Las especies del género Exophiala comprende un gran grupo de levaduras negras, son
anamorfos, implicadas en un sin numero de infecciones humanas entre las que se
destacan feohifomicosis, cromoblastomicosis y micetomas. Como agentes de
cromoblastomicosis se han reportado a Exophiala jeanselmei, Exophiala spinifera y

recientemente Exophiala bergeri (9, 65, 72).

1.4 Caracteristicas clinicas.

La cromoblastomicosis es una enfermedad cronica en ocasiones debilitante y

supurativa. Es una micosis granulomatosa subcutanea que se adquiere por inoculacién

traumatica del hongo en la piel. Las lesiones progresan lentamente, no responden



usualmente al tratamiento y a veces reaparecen. Histopatoldgicamente hay evidencia
que estos hongos sobreviven en los tejidos subcutdneos por largos periodos
produciendo enzimas proteoliticas y manteniendo condiciones microaerofilicas
facultativas. Su patogenia no se ha investigado extensamente, algunos estudios
demuestran que en la interaccién hospedero parasito hay una predominante respuesta
inmune celular, con la activacion de macréfagos que envuelven a los hongos para su
fagocitosis, sin embargo, ésta no ocurre y la muerte celular se observa raramente. En
estudios in vitro realizados con F. pedrosoi se puso en evidencia la proteccién de la
secrecion de la pared celular asociada con componentes de la melanina y la capacidad
de protegerlo contra la destruccion celular. En pacientes con lesiones severas hay
predominio de la citocina IL-10, bajos niveles de IFN-gamma y una ineficiente
proliferacion de células T, lo contrario ocurre en pacientes con lesiones leves (35, 38,
52). Los pacientes desarrollan una hiperplasia pseudoepiteliomatosa, acompafiada de
una eliminacion transepitelial del hongo y una acantosis grave. Como en toda reaccion
granulomatosa, la lesion evoluciona hacia la fibrosis y la relacion parésito-hospedero
termina con una cicatrizacion en el sitio de formacion del granuloma. Durante este
proceso el agente patdgeno desaparece del sitio de cicatrizacion, se forman nuevos
focos de infeccion y el agente etioldgico persiste con la formacién de un nuevo
granuloma en los tejidos (75, 85). Las lesiones generalmente ocurren en miembros
inferiores cuando el agente etiologico es F. pedrosoi, especialmente en aquellos
individuos que estan mal calzados o simplemente no usan zapatos rutinariamente en sus
labores del campo. Sin embargo cuando el agente etiologico es C. carrionii las lesiones
usualmente se presentan en miembros superiores (68, 71-72). Las lesiones iniciales son

generalmente solitarias y unilaterales, presentandose una lesion pequefia, eritematosa
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violacea tipo papula. Las papulas incrementan su tamafio en semanas y con el tiempo se
desarrollan diferentes tipos de lesiones de apariencia polimdrfica. El prurito es un
sintoma importante de la enfermedad (71). Existen varias clasificaciones de la
enfermedad (19, 51). Carrion en 1950 caracteriza la enfermedad en 5 variedades:
nodular, tumoral, verrugosa, cicatrizal y tipo placa (19). Queiroz-Tellez et al en una
revision sobre las manifestaciones clinicas adapta la clasificacion a la descrita por
Carrién (71).

La cromoblastomicosis esta asociada a bajas tasas de curacién, particularmente cuando
la enfermedad es extensa y cronica. En 1999 y en el 2010, se reportaron casos de

pacientes con lesiones asociadas a degeneracion a carcinoma epidermoide (37, 46, 83).

1.5 Diagndstico microbioldgico.

El diagndstico de la enfermedad se basa en pruebas convencionales de laboratorio

como el examen directo y el cultivo.

1.5.1 Examen directo.

Se basa en la toma de muestra de la lesién activa del paciente. La muestra ideal
puede ser escamas, pus o tejido. El examen directo se realiza con KOH sobre la muestra. La
forma parasitaria del hongo son los cuerpos escleréticos de Medlar, estructuras redondeadas
melanizadas de 4 a 12 um de didmetro, son de pared gruesa y puede observarse un tabique

0 plano de division (75).



1.5.2 Cultivo.

El cultivo o aislamiento del hongo se puede realizar en medio selectivo como el

micosel, no selectivos como el agar de Sabouraud y agar papa dextrosa (APD).

La temperatura Optima para el crecimiento de estos hongos es de 25 a 30°C, son de
crecimiento lento y desarrollan un micelio dematiaceo (75). Hasta hace poco tiempo las
caracteristicas microscopicas y macroscépicas de los cultivos, prevalecian para hacer el
diagndstico etiolégico de la enfermedad, pero la laboriosidad requerida para la
identificacion de estos agentes causales, la necesidad de micélogos expertos y la dificultad
de separar especies estrechamente relacionadas cred controversia en la identificacion

precisa de los agentes etioldgicos.

1.5.3 Pruebas fisioldgicas.

No existe un patron bioquimico o fisioldgico de identificacion

(8, 25, 33). Los estudios fisioldgicos no permiten diferenciar los agentes etioldgicos
de la cromoblastomicosis. La asimilacion de azUcares, la hidr6lisis de la urea, la prueba de
licuefaccion de la gelatina, el crecimiento en diferentes concentraciones de sal (NaCl),
crecimiento en agar de micosel, son pruebas que resultan ambiguas para poder distinguir
estas especies. Todos los aislamientos crecen a 37°C pero no a 40°C. Estas caracteristicas
son compartidas por otros hongos melanizados pertenecientes al orden Chaetothyriales

(26).



1.5.4 Estudios de susceptibilidad in vitro.

Los estudios de susceptibilidad in vitro a los antifingicos nos permiten valorar la
respuesta de un hongo a uno o mas antifingicos evaluados y correlacionar la actividad de
las drogas con estudios in vivo. Son Utiles también para detectar el desarrollo de cepas
resistentes y determinar el potencial valor terapéutico de un nuevo agente antifngico (31).
Es por ello sumamente importante su estudio en todas aquellas especies flngicas que sean
patdgenas. Los métodos y técnicas de estudio de susceptibilidad in vitro de los hongos a los
agentes antifungicos son similares a los de los antibacterianos, y su disefio sigue las mismas
directrices (34, 77). En el caso de los hongos filamentosos las dificultades son mayores ya
que determinados factores hacen dificil la evaluacion de las pruebas in vitro. Entre ellos
podemos citar su lento crecimiento que se traduce en periodos de incubacion mas largos
provocando la pérdida de actividad de los antiflngicos y la baja incidencia que presentan
estas infecciones fungicas hace que la definicion de los puntos de corte sea dificil de
establecer. En 1982, el National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS),
ahora Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), cre6 un subcomité con el objeto de
establecer una normativa para las pruebas de susceptibilidad a los antifingicos. Para 1998
se publicé el primer documento que describe un método de referencia para determinar la
susceptibilidad in vitro para hongos filamentosos M38-P (59). Tras varias publicaciones, en
el 2002 se publicé el documento M38-A para los hongos filamentosos. EI documento
propone un método de dilucion en medio liquido y establecen las variables experimentales
criticas para los ensayos in vitro, variables como la preparacion del indculo, el medio de
cultivo, las temperaturas y tiempos de incubacion adecuados para el crecimiento de los

hongos, asi como los criterios de lectura de las CMIs. Desde su aparicion, los protocolos
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establecidos por el CLSI han sido aceptados universalmente como los métodos de
referencia para los ensayos de la actividad in vitro de los compuestos antiflngicos.
Actualmente se dispone del documento M38-A2, del CLSI (20), para trabajar en
condiciones estandarizadas con hongos filamentosos. ElI documento M38-A2 es un método
de referencia, para facilitar un acuerdo entre los laboratorios en la medicion de

susceptibilidad de hongos filamentosos contra agentes antifingicos.

1.5.5 Identificacion molecular.

Las distintas especies de hongos filamentosos dematidceos parecen estar en relacion
intima y son muy dificiles de distinguir entre si. Parece ser que ningun aspecto taxonémico
dentro de la micologia médica ha provocado tanto debate y controversia como los agentes
etiologicos de esta enfermedad (74). Los taxénomos han recurrido a la biologia molecular
para solucionar el problema en la separacion de especies estrechamente relacionadas. S6lo
un namero limitado de especies pueden ser reconocidas por morfologia. Son numerosas las
técnicas moleculares que se han utilizado hasta la fecha para resolver estos problemas. Los
primeros estudios fueron realizados por Kawasaki et al (48), partiendo del ADN
mitocondrial de especies identificadas morfolégicamente y utilizaron la técnica de
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), para dilucidar la
diversidad de éstas especies segun su origen geografico. Otros estudios realizados por
Caligiorne et al, con hongos dematiaceos patdgenos, utilizaron el ADN gendémico y
amplificaron las regiones ITS, para obtener separacion de grupos de hongos productores de
cromoblastomicosis y feohifomicosis mediante RFLP, y amplificacion al azar de ADN

(RAPD) (16-17). Ablitz et al disefiaron iniciadores con secuencias conservadas, para una
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rapida identificacion de C. carrionii y F. pedrosoi (1-2, 16-17, 47-48). Hasta este momento
la region del genoma fungico més utilizada para los estudios de identificacion a nivel de
especie es el ADN ribosomal. Las regiones mas comunmente estudiadas son tres genes
codificantes 18S, 5.8S y 28S asi como los espaciadores internos ITS1 e ITS2, también estan
asociados a estos genes la region espaciadora intergénica IGS con dos regiones no
codificantes ETS1 y ETS2 (45). Todas estas regiones de ADNr permiten realizar estudios
filogenéticos a diferentes niveles taxonémicos. F. pedrosoi es una de las especies mas
estudiadas a nivel molecular. Estudios recientes mediante secuenciacion del locus ITS
demuestran clara separacion de las especies del género Fonsecaea (25, 58). Otros genes
también han sido utilizados recientemente incorporando principalmente el analisis de genes

codificantes de proteinas (58).

1.6 Estudios de variabilidad genética.

Son pocos los estudios que se han realizado acerca de la variabilidad genética en
agentes causales de cromoblastomicosis. Attili et al en 1998 y Tanabe et al en el 2004
utilizaron RFLP e ITS para estudios de epidemiologia molecular en aislamientos
identificados morfolégicamente como F. pedrosoi y F. compacta (6, 80). No obstante no
aportaron datos concluyentes, ya que no fue posible distinguir entre especies, sugiriendo
estos estudios una mejor revision del género Fonsecaea. Recientemente estudios utilizando
la técnica de RAPD han demostrado un alto grado de diversidad genética entre las especies

del género Fonsecaea identificadas con herramientas moleculares (25, 92).
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1.7 Tratamiento.

El tratamiento y el prondstico de la cromoblastomicosis depende del agente
etiologico, del tamafio y la extension de la lesion, las caracteristicas clinicas y la
presencia de complicaciones como: la fibrosis de los tejidos o el grado de compromiso
linfatico y edema que reduce la llegada de 6ptimos niveles de antifungicos en los
tejidos. El éxito terapéutico puede ser relacionado con el agente etiolégico y C.
carrionii es mas sensible que F. pedrosoi (72). En pacientes con lesiones pequefias, el
tratamiento oportuno puede resolver la infeccion.

En el tratamiento especifico de la cromoblastomicosis estdn involucrados
procedimientos como la extirpacion quirtrgica, termoterapia, electrocoagulacion y la
crioterapia (14, 30, 42, 49, 73), cuyo mecanismo de accion es fisico, actuando a través
de la eliminacion del hongo y causando cicatrices indeseables. En el abordaje racional,
se utilizaron farmacos tales como 5-fluorocitosina el cual actiia como un inhibidor de la
sintesis de macromoléculas (69-70). La anfotericina B (56, 82) es un antibiotico
poliénico, también utilizado durante la época de los afios 50 en el tratamiento de la
cromoblastomicosis (con efecto fungicida inmediato) (56). Este compuesto es un
potente antifungico en un gran nimero de afecciones micéticas, incluyendo las
sistémicas. Sin embargo su insolubilidad genera un efecto secundario indeseable, con
severos efectos nefrotoxicos. Por ende su uso requiere de un monitoreo permanente del
paciente y solo se administra en micosis severas, donde otras alternativas fracasan (82).
Desde la década de los 80, se han utilizado los azoles en tratamientos orales como,
ketoconazol, el primero de esta generacion y posteriormente en los 90 el itraconazol y

saperconazol (39, 87), compuestos azolicos inhibidores de la sintesis endogena de
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esteroles (86). También en la ruta biosintética del ergosterol podemos destacar dos
puntos claves la epoxidacién del escualeno a partir del escualeno, paso inhibido por las
alimaminas como la terbinafina (71, 95), que actian bloqueando la sintesis del
lanosterol. Presentdndose en algunos casos, efectos adversos e intolerancia oral (69).
Otros azoles més recientemente introducidos en el mercado son posaconazol y
voriconazol los cuales son derivados triazélicos fluorados llamados azoles de segunda

generacion (71).

1.8 Justificacion.

La identificacion de los agentes causales de la cromoblastomicosis, por métodos
fenotipicos no siempre es posible, debido a la variedad de las formas de reproduccion
asexual de estos hongos. El analisis molecular de los aislamientos clinicos es una excelente
herramienta para conocer la etiologia de manera precisa.

El estudio del fenotipo y la diversidad genética de los agentes etiolégicos de la
cromoblastomicosis y su correlacion con los datos clinico-epidemiolégicos, contribuiran a

un mejor entendimiento de esta patologia.
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1.9 Objetivos.

1.9.1 Objetivo general.

Determinar la correlacion entre los datos clinico-epidemiol6gicos de pacientes con

cromoblastomicosis procedentes de un area endémica de Venezuela, con el fenotipo y

el genotipo de los aislamientos clinicos.

1.9.2

Obijetivos especificos.

Recolectar los datos clinicos y epidemioldgicos de pacientes
cromoblastomicosis.

Realizar la identificacion fenotipica y molecular de los aislamientos clinicos.
Determinar la susceptibilidad in vitro de los aislamientos clinicos a diferentes
antifangicos.

Determinar la variabilidad genética de los aislamientos clinicos.

Correlacionar los datos clinico-epidemioldgicos con los hallazgos fenotipicos y

genotipicos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia general.

En la figura 1 se muestra la estrategia general que se siguid para cumplir con los 5
objetivos especificos planteados para llevar a cabo este estudio. Se recolectaron los datos
clinicos y epidemiolégicos de pacientes con cromoblastomicosis procedentes de un éarea
endémica de Venezuela, diagnosticados mediante examen directo y cultivo. A todos los
aislamientos clinicos se les realizé identificacion microbiolégica mediante la observacion
macroscopica y microscopica, pruebas fisioldgicas, e identificaciébn molecular para obtener
la identificacion definitiva. Posteriormente se llevo a cabo el estudio de susceptibilidad in
vitro a diferentes antifingicos. Por otro lado partiendo del ADN genédmico obtenido para la
identificacion molecular se realiz6 el estudio de variabilidad genética. Por Gltimo se siguid
con el andlisis estadistico para buscar posibles correlaciones entre los hallazgos fenotipicos

y genotipicos con las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes.
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Figura 1. Esquema de la estrategia general seguida para la fenotipificacion y

genotipificacion de aislamientos clinicos de un area endémica de cromoblastomicosis en

Venezuela y su correlacién clinico-epidemiolégica.

Objetivo 1

> Examen directo

Cultivo
Identificacion |dentificacion
microbiolégica molecular
|dentificacion || Susceptibilidad
definitiva in vitro
Objetivo 2 1 Objetivo 3
Analisis
estadistico _
: Variabilidad
i genética
Ohjetivo4
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2.2 Recoleccién de datos clinicos y epidemioldgicos.

Se evaluaron pacientes con lesiones sugestivas de cromoblastomicosis en un area endémica

en Venezuela.

2.2.1

2.2.2

Criterios de inclusion.

» Pacientes que acudieron a la consulta de micologia en el Hospital “Dr. Luis
Ignacio Montero” de Siquisique, Municipio Urdaneta, Estado Lara, Venezuela.

» Pacientes que acudieron a la consulta de micologia de la Escuela de Medicina
“Dr. Pablo Acosta Ortiz” de la Universidad Centroccidental “Lisandro
Alvarado” Barquisimeto, Estado Lara, Venezuela.

» Pacientes con examen directo positivo.

» Pacientes con cultivo positivo.

> Firma de consentimiento informado.

Criterios de exclusion.

» Pacientes que habian recibido tratamiento antimicatico.

» Examen directo y/o cultivo negativo.

» Pacientes que se negaran a firmar el consentimiento informado.
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2.2.3 Historia clinica.

A todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, se les aplicé un
instrumento semi-estructurado (historia clinica) basado en:

a) Datos de identificacién

b) Interrogatorio

c) Antecedentes personales y epidemioldgicos

d) Examen fisico

e) Toma de muestra de la lesion para estudio micolégico.
Se solicitaron exdmenes de laboratorio tales como: biometria hematica, velocidad
de sedimentacion globular, pruebas de funcionamiento hepético. Los datos se
registraron en el documento (Historia clinica) con una autorizacion de la institucion

que la respalda. (Ver figura 2).
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Figura 2. Historia Clinica.
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Examen Directo: Cultivo:
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2.3 Estudio microbioldgico.

2.3.1 Examen directo.

Para realizar el examen directo a cada paciente, se procedié a la toma de muestra de las
lesiones activas. Para este procedimiento se limpio el &rea afectada con alcohol absoluto, se
utilizé un bisturi para la toma de escamas, pus o tejido. EI material bioldgico se coloco en
un portaobjetos al que se le adiciond hidréxido de potasio al 10% y se cubrié con un
cubreobjetos. Posteriormente se esperé unos 10 a 15 minutos y se hizo la observacién al

microscopio con los objetivos de 10 y 40 x.

2.3.2 Cultivo.

Las escamas, pus o tejidos obtenidos de la toma de muestra del paciente, se
inocularon en medio de agar dextrosa de Sabouraud adicionado de cloranfenicol (Ver
Apéndice ). Los cultivos se mantuvieron a 25°C, durante 4 a 6 semanas, aquellos que

resultaron positivos se resembraron cada 4 semanas hasta el momento de su estudio.

2.3.3 Activacién de los aislamientos.

La activacion de los cultivos, se llevo a cabo en el Laboratorio de Micologia del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
de Nuevo Ledn. Se reactivaron todos los aislamientos en placas de (APD), se incubados a

30°C y después se realizé la resiembra cada 4 semanas, para su posterior estudio.
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2.3.4 Estudio macroscopico.

Se caracterizaron macroscopicamente todos los aislamientos clinicos. Se realizo la
observacion de las colonias las cuales se midieron en sus didmetros semanalmente durante
4 semanas. Para la descripcion de las caracteristicas macroscopicas se tomé en cuenta la
textura, la topografia, margenes y el color de las colonias, la descripcion definitiva de las

colonias se hizo hasta la cuarta semana.

2.3.5 Estudio microscopico.

Se utiliz6 un microscopio Nikon eclipse 50i, con cdmara digital DS-2Mv. Para el
estudio de la morfologia microscdpica se realizaron microcultivos en (APD) a 30°C durante
4 semanas, de todos los aislamientos clinicos estudiados. Se estudiaron cada una de las
estructuras fangicas: hifas, conididforos, células conididgenas, conidias, cicatrices y
pigmento. Se hizo el andlisis morfométrico obteniendo la medida de cada una de las
estructuras. Para la documentacion grafica se utilizo la camara digital del microscopio y se

hicieron tomas con los objetivos de 20 x, 40 x y 100 x de cada una de las estructuras.

2.3.6 Estudio fisioldgico.

Para evaluar las caracteristicas fisiologicas se utilizo el sistema APl 20C AUX de
Biomerieux para levaduras, adaptado a hongos filamentosos (32). Se realizo la prueba de
hidrolisis de la urea, licuefaccion de la gelatina y crecimiento en agar de micosel. Asi como

tambien estudios de crecimiento a diferentes temperaturas: 30, 37 y 40°C.
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2.3.7 Pruebas adicionales.

En los cultivos donde no pudo realizarse una identificacion precisa se llevaron a
cabo pruebas adicionales como: agar harina de avena y agar extracto de malta, medios
utilizados para promover la esporulacion. Se realizaron microcultivos en agar nutriente
sintético (Ver Apeéndice 1) a 25°C, se sometieron los aislamientos a diferentes
concentraciones de NaCl, al 5, 10, 17 y 20% y a temperaturas de 10, 25 y 35°C. Siguiendo

los lineamientos de de Hoog para la identificacion de hongos patdgenos (27).

2.4 Estudios de susceptibilidad in vitro a los antifngicos.

2.4.1 Método de macrodilucion.

Se realizaron los estudios de susceptibilidad in vitro siguiendo el método de

referencia M38-A2 del CLSI (20).

2.4.2 Agentes antifangicos.

Los agentes antifungicos utilizados fueron proporcionados por sus respectivas
compafiias farmacéuticas. Se muestran en la tabla 1.
Todos los antifungicos empleados se obtuvieron como sustancias puras y fueron disueltos
en dimetil sulfoxido (DMSO) al 1%, excepto anfotericina B la cual se disolvio en agua. Se

prepararon diluciones seriadas de cada agente antiflngico, en un rango de concentracion de
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0.015 a 8 pug/ml y se dispensé 0.1ml de cada dilucion en tubos de tapdn de rosca (12 x12).

Los tubos con la droga se guardaron a -70°C hasta su utilizacion.

Tabla 1. Antifungicos utilizados y compafiias farmacéuticas

Antifungico Compafiia farmacéutica

Anfotericina B (AMB) Bristol Myers Squibb. (Princeton, NJ, USA)
Itraconazol (ITC) Janssen Pharmaceutica. (Beerse Belgium)
Posaconazol (POS) Shering-Plough. (Kelnilworth, NJ, USA)
Voriconazol (VRC) Pfizer, Inc. (New York. NY, USA)
Terbinafina (TER) Novartis. ( Mexico DF, México)

2.4.3 Preparacion del indculo.

Se prepard el indculo segin recomendaciones del documento M38-A2. Se parti6 de
una placa de APD de un cultivo con el crecimiento de 4 semanas a 30°C. Se adicionaron
2ml de solucion salina estéril a cada placa, se rasparon las colonias con un aplicador de
madera estéril, para obtener una suspensién homogénea, la cual se llevé a vortex para
separar las conidias de las hifas, luego se filtr6 en gasa estéril hasta obtener un 95% de
conidias. Se ajustd el inéculo a una concentracién final de 0.4 x 10* a 5 x 10* CFU/mI. Se

verifico la concentracion del inoculo mediante cuenta seriada en placa. EI medio de

24



cultivo utilizado fue el RPMI 1640 y cada suspension fue diluida en 1:100. Los tubos con

0.1 de farmacos fueron inoculados con 0.9 mL de la suspension de inoculo.

2.4.4 Condiciones del macrométodo.

Los tubos fueron incubados durante 7 dias a 35°C, las lecturas se hicieron visuales
cada 24 horas. La concentracién minima inhibitoria (CMI) se definié para la anfotericina B
como la mas baja concentracion de droga que mostr6 el 100% de inhibicion en el
crecimiento y para los azoles y alilamina la CMI se definié como la mas baja concentracion
de droga que mostro el 80% de inhibicion del crecimiento, al compararla con el tubo
control libre de droga. Se utilizaron como cepas control, Paecilomyces variotii MY A-3630

y Candida krusei ATCC 6258.

2.4.5 Andlisis estadistico.

Se determind la media geométrica (MG), la concentracion minima inhibitoria

necesaria para inhibir el 50 y 90% de las cepas (CMlsp) y (CMlgp), el rango de

susceptibilidad de cada droga y fueron calculados usando Microsoft® Office Excel 2007.
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2.5 ldentificacién molecular.

2.5.1 Extraccion de ADN.

Se realizo la extraccion de ADN genomico, partiendo del micelio del hongo, crecido
en APD durante 4 semanas a 30°C, se transfiri6 aproximadamente 1cm? de micelio a un
Eppendorf de 2 ml se agregd 200ul de buffer de lisis (Tris-HCI pH 8 20mM, EDTA 2mM,
1.2% triton x-100, lisozima 2mg/ml), se mezcld e incubo por 2 horas a 37° C. Se agregd
390 ul de TE 1X con SDS al 1% més 4ul de proteinasa K (2mg/ml) y se incubd por 1 hora
a 55° C. Se agreg6 100ul de Na Cl 5M y se mezclo, luego se agregaron 80ul de cetyl
trimetyl amomonium bromide adicionado de cloruro de sodio, se mezcld e incubd por 10
min a 65°C. Posteriormente se agregaron un volumen igual de cloroformo-alcohol-
isoamilico (24:1) y fenol saturado (250 pl) y 100 ul TELX. Se mezcld, se centrifugo a
14.000 rpm por 8 min y se separd la fase acuosa. Se repiti6 el volumen igual de
cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1) y 250 ul de fenol saturado y 100 ul de TE1X
(mezclar y centrifugar, separar la fase acuosa). A la fase acuosa final se agregaron 0.6
volumen de alcohol-isopropilico y del volumen total el 10% de acetato de sodio 3M pH 5.2
+ 2, luego se incubo a -20°C por 15 min. Se centrifug6 a 14.000 rpm por 8 min. Se desecho
el sobrenadante y la pastilla que quedd, se lavd 1ml de etanol 70%. Posteriormente se
centrifugd a 14000 rpm por 8 min. Se desecho el sobrenadante, se lavd 2 veces. Se dejo
secar a temperatura ambiente, se resuspendio en 50 pl de TE 1X y se calentd a 65° C por 15
min. Para finalizar el ADN se cuantificd por espectrofotometria (Coulter DU 800

Beckman). Se refrigerd a -20°C hasta su utilizacion.
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2.5.2 Amplificacion de la region ITS y el gen 5.8S del ADNr.

Para la amplificacion de la region ITS completa (ITS1-5.8S-1TS2), se utilizaron los
iniciadores ITS5 e ITS4 (Ver tabla 2) (91). La reaccion de PCR se realizd en un volumen
final de 25 pl que contenia 100 ng de ADN gendmico, 10 mM Tris HCI , 2 mM MgCl,, 0.8
mM dNTP’s, 0.2 pmol de cada primer y 1 U Taq polimerasa (Bioline, MA, USA). Las
condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 1 ciclo de
95°C por 4 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 60 s, alineamiento a
55°C por 90 s y extension a 72°C por 90 s. Por ultimo una extension final de 1 ciclo de
72°C por 5 min. Utilizando el termociclador Px2 Thermal cycler (Termo Electro
Corporation Milford, MA, EU). Los productos amplificados se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y revelados con luz
UV ( UVP Biolmaging System. EpiChemi 3 Darkroom). Para comprobar el tamafio de las
amplificaciones se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1000 pb HyperLadder IV

(Bioline, MA, USA).

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la PCR y secuenciacion

Iniciador Locus Secuencia 5™ a3’ Referencia
ITS5 ITS ADNr GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Whitey col. (1990)
ITS4 ITS ADNr TCCTCCGCTTATTGATATGC White y col. (1990)
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2.5.3 Purificacién de los productos amplificados.

Los productos de la PCR se purificaron con un kit comercial (Wizar® Genomic
DNA Purification System) Promega. Madison, WI. USA.
El producto de PCR se pas6 a un tubo eppendorf de 2ml, se adicion6 al producto 2ml de
buffer de purificacion (se mezcld por inversién). A la mezcla se adicionaron 1ml de resina,
se agitd en vortex 3 veces en 1 min. La suspension obtenida se pasé por la minicolumna, se
descartdé la solucion. La mini columna se lavd con 2 ml de isopropanol al 80%.
Posteriormente se centrifugd la minicolumna, suspendida en un eppendorf a 10.000 rpm
por 2 min para secar. A la minicolumna se le agregd 50ul de agua para PCR y se esperd 1
minuto. Se centrifugd la minicolumna suspendida en un eppendorf a 10.000 rpm por 20
segundos, para obtener el ADN purificado. Las muestras purificadas se almacenaron a -20

hasta el momento de su utilizacion.

2.5.4 Secuenciacion de los productos de la PCR.

Los iniciadores que se utilizaron para la secuenciacion son los mismos que se

utilizaron para la amplificacion, ITS5 e ITS4 (Ver tabla 2).

La secuenciacion se realiz6 en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Cuernavaca, Morelos, México.
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2.5.5 Alineamiento de las secuencias nucleotidicas.

Para la obtenciobn de secuencias consenso a partir de dos secuencias
complementarias, se empleé el programa Bio Edit Sequence Alignment Editor (1997-
2000). Una vez obtenidas las secuencias consenso se alinearon utilizando el sistema

informatico BLASTnNn http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi. Las secuencias alineadas

fueron comparadas con base a similitud con los datos disponibles en el GenBank.

2.5.6 Deposito de secuencias en el GenBank.

Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos del GenBank

a través de la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI)

www.nchi.nlm.nih.gov .

2.6 Estudios de variabilidad genética.

El método utilizado para generar amplificaciones genémicas de los hongos fue
mediante amplificacién de secuencias intergénicas repetitivas ERIC-PCR, desarrollado

como fue descrito inicialmente por Versalovic et al, utilizando el iniciador ERIC2 (88).

2.6.1 ERIC-PCR.

Partiendo del ADN genomico obtenido en el apartado 2.5.1 se realizo la reaccion

para ERIC-PCR en un volumen de 25ul conteniendo 200ng de ADN, buffer 10 mM Tris
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HCI, pH 8.3, 2mM MgCl,, 0.8mM dNTP’s, 0.5 pmol de ERIC2 y 2 U Taq polimerasa
(Bioline, MA, USA). Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial 1 ciclo de 94°C por 2 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 20 s, alineamiento a 35°C por 20 s y extension a 72°C por 60
s. Por dltimo una extension final de 1 ciclo de 72°C por 7 min. La amplificacion de los
productos se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con
bromuro de etidio y revelados con luz UV (UVP Biolmaging System. EpiChemi 3
Darkroom California, USA). Para comprobar el tamafio de las amplificaciones se utilizd un
marcador de peso molecular de 1000 pb HyperLadder 1V (Bioline). Las reacciones se

repitieron 3 veces para comprobar reproducibilidad.

2.6.2 Andlisis de los polimorfismos.

Para este andlisis se tom0 en cuenta la ausencia o presencia de banda, basado en
algoritmos jerarquicos acumulativos formando grupos por el método de distancias minimas,

representado por un dendograma, para este analisis se utilizé el SPSS18.

2.7 Correlacion de los datos clinico-epidemiolégicos

con los hallazgos fenotipicos y genotipicos.

La asociacion entre los polimorfismos de ADN, datos demograficos de la
enfermedad, se evalu6 mediante la prueba exacta de Fisher. La asociacion entre las
caracteristicas genotipicas y origen geografico de los aislamientos se evalu6 mediante la

prueba de Chi cuadrada. La correlacion entre la edad, CMI’s de los antifiingicos se evalu0
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mediante la prueba de Mann-Whitney. La correlacién de los polimorfismos de ADN con la
localizacion de las lesiones, caracteristicas clinicas y ocupacion se evalué con la prueba de

Chi cuadrada.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracteristicas demograficas.

3.1.1 Grupos etarios.

En la tabla 3 se muestra la distribucion de los pacientes por edades. Se

diagnosticaron 35 pacientes con cromoblastomicosis, 24 hombres (68.5%) y 11 mujeres

(31.4%), en edades comprendidas entre 9 y 80 afios con una media de 51 afios. Las edades

mas afectadas fueron la tercera y sexta décadas de la vida.
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Tabla 3. Distribucion de pacientes segun grupos etarios.

Edad n %
1-10 1 2.8
11-20 1 2.8
21-30 3 8.5
31-40 7 20
41-50 5 142
51-60 8 2.2
61-70 7 20
71-80 3 8.5

3.1.2 Origen geograéfico.

La procedencia de los pacientes segin origen geogréafico, se muestra en la figura 3.
La mayor parte de los pacientes fueron procedentes del Estado Lara lo que representd 32
pacientes para un 91.4%, un paciente procedente del estado Guarico, un paciente
procedente del estado Falcon y un paciente procedente del estado Yaracuy lo que

correspondid a un 2.8% cada uno.
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Figura 3. Pacientes segun origen geografico.

Yaracuy

Guaérico

Leyenda: estados de Venezuela.
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3.1.3 Ocupacion.

Los resultados de la distribucion de los pacientes segiin su ocupacion se muestran en

la gréfica 1. La mayoria de los pacientes se dedicaban a las labores agricolas.

Gréfica 1. Distribucion de pacientes segin ocupacion.

® Agricultor
B Hogar

H Otros
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3.1.4 Localizacién de las lesiones.

Las lesiones de los pacientes en su mayoria se encontraban en miembros superiores,

estos resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Distribucion de pacientes segun localizacion de las lesiones.

Area anatémica n %
Miembros superiores 28 80
Miembros inferiores 1 2.8
Térax 2 5.7
Abdomen 2 5.7
Gluteos 2 5.7
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3.1.5 Caracteristicas clinicas.

De acuerdo a la clasificacion de Queiroz-Tellez et al y a las formas clinicas

encontradas en este estudio, clasificamos las lesiones en seis tipos, los resultados se

muestran en la figura 4.

b)

d)

f)

Tipo pépula: lesion cutanea elevada, circunscrita de menos de 0.5 centimetros
de diametro.

Tipo placa: lesion cutanea ligeramente elevada, en meseta que se forma de la
confluencia de papulas, generalmente extensa eritematosa, violacea.

Tipo escamocostra: lesion cutanea formada por acumulacion excesiva del
estrato corneo formando depdsito indurado por acumulacién de exudados.

Tipo Ulcera: lesion deprimida por pérdida de la epidermis, dermis y tejido
celular subcutaneo.

Tipo verruga: lesion elevada de aspecto irregular hiperqueratésica.

Lesidn mixta: cuando se presentan al menos dos tipos de lesiones.
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Figura 4. Clasificacion de las lesiones segn formas clinicas.

D. Lesion tipo Glcera.

E. Lesion tipo verruga. F. Lesion mixta.
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De los 35 pacientes diagnosticados, 13 pacientes presentaron lesiones tipo costra lo que
representa un 37.1%, seguido de 12 pacientes con lesiones tipo placa lo que corresponde a
un 34.2%, 3 pacientes presentaron lesiones tipo verruga y otros 3 lesiones mixtas lo que
corresponde a un 8.3% cada una y 2 pacientes presentaron lesiones tipo papula, igualmente

2 pacientes lesiones tipo Ulcera para un 5.7% respectivamente.

3.1.6 Tiempo de evolucion de las lesiones.

La mayoria de los pacientes presentaron lesiones con un tiempo de evolucion de

hasta 2 afos, estos resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Distribucion del tiempo de evolucion de las lesiones de los pacientes.

Tiempo

n %
en meses
1-24 18 51.4
25-60 7 20
> 61 10 28.5
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3.2 Aislamientos clinicos.

3.2.1 Identificacidbn macro y microscopica.

Se identificaron morfolégicamente 29 aislamientos como C. carrionii, 4
aislamientos como F. pedrosoi, 1 aislamiento como C. velox y 1 aislamiento no pudo ser
identificado mediante los pardmetros convencionales de identificacion. Se verificaron
caracteristicas descritas para cada una de las especies.

C. carrionii. Caracteristicas de cultivo: en APD a 30°C, crece lentamente, colonias
pulverulentas o aterciopeladas, verde olivacea, pardo negruzca. Reverso negruzca (Ver
figura 5). Observacién microscopica: Hifas que ascienden en forma erecta, apice
ramificado y cadenas de conidias ramificadas. Conidiéforos primarios y secundarios de
5.5-8 um de longitud. Las conidias son palidas oliviceas, en ocasiones marrones claras,
pared lisa o levemente rugosa, limoniformes a fusiformes, de 4.5-8.5 pm de longitud x 2.2-
2.6 um de ancho; cicatrices (2-4 um por conidia) algunas veces pigmentadas (Ver figura 6).

Figura 5. Apariencia macroscopica de C. carrionii.

A) Anverso. B) Reverso.
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Figura 6. Apariencia microscépica y estudio morfométrico de C. carrionii.

A) Conidioforos erectos, cadenas de conidias. B) Conidioforos. C) Conidias aisladas.

F. pedrosoi. Caracteristicas de cultivo: en APD a 30°C, crece lentamente, colonia verde
oliva, pardo negruzca, negro o grisacea, aterciopelada, pulverulenta. Reverso de la placa,
negruzca. (Ver figura 7). Observacion microscopica: conidiéforos no bien diferenciados,
melanizados de 6.5- 8.5 pum de ancho x 1.4-2.5um con conidias individuales o cadenas de
un maximo de tres conidias cada una, de 4.5-8 um de longitud x 0.9-4.7 um de ancho.
Pueden ser alargadas, cilindricas u ovoides. (Ver figura 8)

Figura. 7 Apariencia macroscopica de F. pedrosoi.

A) Anverso Fig. 7 B) Reverso
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Fig. 8 Apariencia microscépica y estudio morfométrico de F. pedrosoi.

A) Conidioforos. B) Conididéforos y conidias alargadas y ovoides. C) Conidias alargadas.

C. velox. Caracteristicas de cultivo: en APD a 30°C, crece rapidamente, colonia que se
propaga, pulverulenta a lanuda, verde grisicea a verde oliva. Reverso de la placa negruzca.
(Ver figura 9) Microscopia: hifas de 15.5 um de longitud, conidiéforos usualmente
presentes y erectos de 18 um de longitud x 3.14 um ancho, marrones con cicatrices de
ramoconidias primarias, negruzcas, marrones, pared lisa a verrugosa de 18.78 pum de
longitud x 2.19 pm de ancho, ramoconidias secundarias mas cortas de 6.09 um de longitud
x 2.5 um de ancho de paredes lisas, con al menos 3 cicatrices que van de 0.61 a 0.90 um
con un septo, emergen cadenas de conidias ramificadas, intercalares de 4 pm longitud y 2.2
um ancho Yy conidias terminales de 3.28 um de la longitud y 1.91pum de ancho facilmente
desprendibles, pequefios conidios frecuentemente ramoconidios septados. (Ver figura 10).

Figura. 9 Apariencia macroscopica de C. velox.

A) Anverso. B) Reverso.
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Figura 10. Apariencia microscopica y estudio morfométrico de C. velox.

?
(]
“ 10—‘ ‘
t =7} 0

A) Conidias intercalares. B) Conidioforo con cicatrices de ramoconidia. C) Conidias

aisladas.

Aislamiento no identificado. Caracteristicas de cultivo: en APD a 30°C, crece muy
lentamente, colonia negruzca, aterciopelada. Reverso de la placa negruzca. (Ver figura 11)
Observacion microscépica: hifas septadas de 3.5- 12.9um de longitud x 0.0-2.0 um de
ancho. Conidiéforos alargados de 4-11.2 um y conidias escasa alargadas de 4-6. um de
longitud (Ver figura 12).

Figura 11. Apariencia macroscopica.

A) Anverso. B) Reverso.
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Figura 12. Apariencia microscépica y analisis morfométrico.

B

A) Hifas septadas. B) Conidias alargadas escasas. C) Hifas con conidias a las 7 semanas.

3.2.2 Pruebas fisioldgicas.

Se realizaron las pruebas de asimilacion de azucares con el sistema APl 20C AUX
de Biomerieux (32), modificado para hongos filamentosos. Mediante estas pruebas, las
especies no pueden ser diferenciadas, no existe un criterio que permita identificar los
agentes de cromoblastomicosis, sin embargo de las 29 aislamientos identificados como C.
carrionii  presentaron las pruebas de asimilacion de 6 carbohidratos con un patrén
homogéneo y la asimilacion de 13 carbohidratos fue variable. Se realizd la prueba de
hidrélisis de la urea, resultando un 89.6% positivos y un 10.3% negativos, se observé
crecimiento en micosel en todos los aislamientos de C. carrionii y su maxima temperatura
de crecimiento fue 37°C. Presentando un crecimiento dptimo entre 25 y 30°C (Ver tabla 6).
Para los 4 aislamientos de F. pedrosoi las pruebas de asimilacion de azlcares fueron
diferentes en los cuatro aislamientos, la prueba de la urea resultd positiva para todos los
aislamientos, todos crecieron en agar de micosel, la temperatura maxima de crecimiento

para los aislamientos de F. pedrosoi fue 37°C excepto uno de los aislamientos en los que
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se observo crecimiento a 40°C. Siendo la temperatura éptima para todos entre 25 y 30°C
(Ver tabla 7).

El aislamiento identificado morfologicamente como C. velox, presentd crecimiento a
temperaturas de 10, 25 y 30°C no se obtuvo crecimiento a 35°C, su temperatura optima fue
25°C. La prueba de hidrolisis de la urea resulto positiva, no crecio en agar de micosel y la
licuefaccion de la gelatina fue positiva. Adicionalmente se hicieron pruebas como la
tolerancia al cloruro de sodio a diferentes concentraciones (Ver tabla 7).

En el caso del aislamiento no identificado, el hongo fue de crecimiento muy lento, con una
temperatura optima de crecimiento de 25 a 30°C, no se observd crecimiento después de los
30°C, present6 crecimiento en agar de micosel, la prueba de la hidrélisis de la urea result6
positiva y la licuefaccion de la gelatina fue negativa, para la asimilacién de carbohidratos
(Ver tabla 7). lgualmente en este aislamiento se hicieron pruebas adicionales, pruebas
como la tolerancia al cloruro de sodio a diferentes concentraciones. Las pruebas que se
realizaron para lograr una mejor esporulacion fueron: crecimiento en agar harina de avena,

agar extracto de malta.
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Tabla 6. Caracteristicas fisiol
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Tabla 7. Caracteristicas fisiolégicas de F. pedrosoi (izquierda), C. velox (centro), No

identificado (derecha).

8 b N [+2) o o

2 g 2 8 |5 |8

s § § % |3 |E
D-Glucosa + + + + + T
Glicerol + + + + - +
2-k-D- Gluconato + + + + + +
L-Arabinosa + + + + + +
D-Xilosa + + + - + +
Adonitol - - - - + +
Xilitol - - - - - -
D-Galactosa + + + - + +
Inositol - - - + + +
D-Sorbitol + + - - + +
Metil-D-Glucopiranoside - - - + - +
N-Acetil-Glucosamina + + + + + +
D-Celobiosa + + + + + +
D-Lactosa - + + + + R
D-Maltosa + + + + + +
D-Sacarosa + + + + + +
D-Trehalose + + + + + +
D-Melecitosa + + + + + +
D-Rafinosa - - + - + +
Urea + + + + + +
Gelatina - - - - + -
Micosel + + + + - +
30°C + + + + + +
37°C + + - + - -
40°C - + - + - -
NaCl 5% + + + + + -
NaCl 10% - - - - + -
NaCl 17% - - - - + -
NaCl 20% - - - - + -

47



3.2.3 Estudios de susceptibilidad in vitro.

Se siguieron las normas del CLSI M38-A2, metodo de dilucion en caldo para
hongos filamentosos, mediante el macrométodo (20). Se realizaron modificaciones propias,
se adicion6 2% de glucosa al RPMI, observandose un mayor crecimiento del hongo.
Diariamente se aplico vortex a todos los tubos para evitar que las conidias se pegaran a las
paredes. Se siguieron las recomendaciones para la preparacion del in6culo, el cual se

obtuvo en un rango de 2.9- 4.6 x 10* UFC/mL, al medio de cultivo utilizado (RPMI 1640)

La lectura de la concentracion minima inhibitoria se realizé el dia 6.

Los resultados se muestran en la tabla 8, pruebas de susceptibilidad in vitro de los 34

aislamientos clinicos a 5 antiflngicos.

Tabla 8. Media geométrica, rango, CMIsq y CMIgo de C. carrionii, F. pedrosoi y C. velox

en pg/mL
C. carrionii (29) F. pedrosoi (4) | C. velox (1)

MG Rango CMls, CMlyg Rango CMI
AnfotericinaB [ 4.195 1>8 4 8 1-4 4
Terbinafina 0.069 0.015-2 0.03 0.5 0.015-0.5 2
Itraconazol 0.119 0.015-0.5 0.125 0.5 0.015-0.5 >8
Voriconazol 0.348 0.03-1 0.5 1 0.125-0.25 >8
Posaconazol 0.097 0.03-0.25 0.125 0.25 0.06-0.125 2
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Para los 29 aislamientos de C. carrionii los rangos de efectividad de las drogas, fueron de
0.03 — 1 ug/ml para los triazoles y para la alilamina de 0.015-2 ug/ml, fueron los farmacos
mas efectivos. La anfotericina B fue la droga menos efectiva con un rango de 1-4 ug/ml. En
los aislamientos de F. pedrosoi s6lo se muestran los rangos presentandose un
comportamiento similar a C. carrionii. En el caso de C. velox, para anfotericina B presento
una CMI de 4 pg/ml, terbinafina 2 pg/ml, itraconazol y voriconazol la CMI fue mayor de 8
ug/mL y posaconazol una CMI de 2 pug/ml. Para este aislamiento no se tiene datos de

referencia, asi como para muchos hongos filamentosos.

3.2. 4 Identificacién molecular.

La tabla 8 muestra los resultados de las identificaciones de los 35 aislamientos
clinicos, realizadas por secuenciacion del locus ITS (ITS1-5.8S-1TS2). Se muestra el
numero de referencia del laboratorio de Micologia del Decanato de Ciencias de la Salud de
la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” Venezuela. El numero de acceso del
GenBank y el origen geografico de los aislamientos.

Loa aislamientos clinicos identificados fueron 34, los cuales presentaron una homologia
>que el 98% comparado con lo reportado en el GenBank para la identificacion definitiva,
cada uno de los aislamientos posee respaldo fenotipico. Uno de los aislamientos clinicos,
no pudo ser identificado, la homologia encontrada no fue aceptable (94%) para su
identificacion. Se depositdé como una especie del orden Chaetothyriales considerando el

estudio fenotipico y las homologias encontradas en la base de datos revisada.
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Tabla 9. Numero de referencia del laboratorio, nimero acceso GenBank, especie y origen

geogréfico.

N°de referencia GenBank Especie Origen geografico
19 HMO071056 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
21 HMO071057 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
36 HMO071058 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
55 HMO071059 C. carrionii Edo Lara. Venezuela

7053 HMO071060 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7029 HMO071061 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7166 HMO071062 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7186 HMO071063 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7199 HMO071064 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
18 HM803225 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
20 HM803226 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
22 HM803227 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
23 HM803228 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
27 HM803229 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
24 HM989979 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
64 HM989980 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
72 HM989981 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
67 HM989982 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
58 HM803230 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
77 HMB803231 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
60 HM803232 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7185 HM803233 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
54 HM803234 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
71 HQO011502 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
78 HQO011503 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
63 HQO011504 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
34 HQO011505 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
62 HQO011506 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
50 HQO011507 C. carrionii Edo Lara. Venezuela
7165 HM748580 F. pedrosoi Edo Lara. Venezuela
7013 HM748581 F. pedrosoi Edo. Falcon. Venezuela
2288 HM748582 F. pedrosoi Edo Guarico. Venezuela
7002 HM748583 F. pedrosoi Edo Yaracuy.Venezuela
40 HM437870 C. velox Edo Lara. Venezuela
7158 GU117853 No identificado Edo Lara. Venezuela
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3.3 Variabilidad genética.

Se llevé a cabo mediante ERIC-PCR, utilizando el iniciador ERIC2 (88). Se
generaron perfiles electroforéticos que mostraron claras diferencias entre las especies
identificadas en este estudio. Se amplificaron de 1 a 9 bandas con un rango de 0.2 a 1 kb.
Se tomd en cuenta para el andlisis la presencia o ausencia de bandas, obteniéndose 4
patrones electroforéticos para C. carrionii, el cual quedo6 dividié en 2 grandes grupos, o
clusters, cluster I y Il, con 10 y 17 aislamientos respectivamente. El cluster 111 con s6lo un
aislamiento al igual que el cluster 1V. El cluster I y Il tuvieron un porcentaje e similitud
relativo del 90%. El cluster 111 tuvo un porcentaje de similitud relativo de un 60% respecto
a ambos clusters 1y 11 y el cluster IV con un porcentaje de similitud del 50% respecto a los
anteriores. Lo que demostré un limitado polimorfismo intraespecie. En el estudio de los
aislamientos identificados como F. pedrosoi se encontraron 3 perfiles electroforéticos,
correspondiendo a tres clusters, cluster 1 con 2 aislamientos 100% similares, cluster Il con
un solo aislamiento relacionado con un 95% con el cluster I y el cluster 111 con un 48% de
similitud relativa con respecto al cluster 1 y Il. Las especies C. carrionii y F. pedrosoi
tuvieron un relativo porcentaje de similitud de un 25%. Las especie identificada como C.
velox y el aislamiento no identificado se encontr6 més relacionadas a las especies de C.
carrionii con un porcentaje de similitud de 43% y con F. pedrosoi el porcentaje es de 25%.
Los resultados se muestran en la figura 13.

Los resultados demostraron una clara diversidad genética entre las especies

identificadas en este estudio.
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F. pedrosoi

C. carrionii

No identificado

C. velox

GenBank

HM748580
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Figura 13. Dendograma basado en ERIC-PCR.
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3.4 Correlacion de los datos clinico-epidemiolégicos

con los hallazgos fenotipicos y genotipicos.

3.4.1 Analisis de la asociacion entre género, tiempo de evolucion y severidad de las

lesiones.

Los resultados son mostrados en la tabla 10. Para este analisis s6lo se tomo en
cuenta 29 aislamientos de C. carrionii. El tiempo de evolucién se clasificd en 2 variables
de 1-24 meses y de 25 meses 0 mas, asi mismo la severidad de las lesiones se clasificaron
en lesiones leves y no leves, las no leves incluyen las moderadas y las severas. Se aplicé la

prueba exacta de Fisher. No se observa asociacion en este analisis.

Tabla 10. Asociacién de género, tiempo de evolucion y severidad de las lesiones

Lesiones leves Lesiones no leves Valor p
Género hombre/mujer 14/8 710 NS (0.14)
Tiempo evolucion
1-24 [ >25 meses 12/10 4/3 NS (1)

NS: no significativo cuando p >0.05

El valor de P fue obtenido por la prueba exacta de Fisher
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3.4.2 Asociacion entre los polimorfismos de ADN, demografia y caracteristicas

clinicas.

Se muestran los resultados en la tabla 11. Para este analisis se evaluaron 27
aislamientos clinicos que comprende los 2 grandes clusters de C. carrionii.
Se observd asociacion entre los clusters con las edades de los pacientes en el cluster 1 las
edades estuvieron comprendidas entre 9-59 afos y en el cluster Il las edades oscilaron entre
17- 80 afios. Esto dio como resultado un valor de p = 0.04. Se observd una tendencia
significativa entre los clusters y las formas clinicas de los pacientes. Los pacientes del
cluster I, predomind la forma clinica tipo costra, mientras que los pacientes pertenecientes
al cluster Il predomind la lesion tipo placa. El resultado fue una p= 0.08, lo cual representa
uu resultado con una con una tendencia a la significacion estadistica.

Para el resto de las variables no hubo asociacion.
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Tabla 11. Asociacion entre los polimorfismos de ADN, demografia y caracteristicas

clinicas.

Cluster I Cluster 11 Valor p Prueba
Género: Hombre / mujer 9/1 10/7 0.19 1
Edad 37.5(9-59) 55(17-80) 0.04 2
Localizacién:

8/1/0/1 15/1/1/0 0.47 3
MsSs/térax/abdomen/gliteos
Forma clinica:

6/1/1/0/1/1  2/9/2/2/1/1 0.08 3
Costra/placa/papula/verruga/dlcera/mixta
Ocupacidén: Campesino/otra 8/2 8/9 0.20 3
Origen geografico:

8/2/0 13/3/1 0.73 3

Siquisique/Xaguas/Carora

(1) Prueba exacta de Fisher
(2) Prueba de Mann-Whitney

(3) Prueba de Chi cuadrado
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3.4.3 Asociacion entre los polimorfismos de ADN con las CMls.

En el analisis de los clusters con las CMIs de los diferentes antifingicos

contra C. carrionii no se observé ninguna asociacion. Los resultados se muestran

en la tabla 12.

Tabla 12. Asociacion entre los polimorfismos de ADN con las CMls.

Cluster | Cluster Il Valor p
Antifungicos CMI CMI
Anfotericina B 4 4 NS (0.82)
Terbinafina 0.015 0.06 NS (0.53)
Itraconazol 0.125 0.125 NS (0.75)
Voriconazol 0.125 0.5 NS (0.89)
Posaconazol 0.125 0.125 NS (0.60)

NS: no significativo cuando p >0.05
El valor de p fue obtenido mediante la prueba de Mann-Whitney

Concentraciones en pg/ml
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CAPITULO 4

DISCUSION.

Los resultados de este estudio confirman que la cromoblastomicosis es una enfermedad
granulomatosa, subcutanea, cronica, ocupacional, endémica de Venezuela, que afecta a
campesinos, con lesiones que se presentaron en miembros superiores, en edades
comprendidas entre la tercera y sexta década de la vida. EI agente etiolégico mas aislado
fue C. carrionii, el cual fue detectado en el 82% de los aislamientos clinicos, este estudio
concuerda con lo antes reportado por otros autores (10, 18, 75, 93).

Para una mejor descripcion de la cromoblastomicosis, varias clasificaciones de las lesiones
han sido propuestas en el siglo pasado (11, 19, 51, 72). Sin embargo nuevas presentaciones
clinicas se han demostrado (7, 83). En este estudio, las lesiones se clasificaron en 6 tipos,
no coincidiendo nuestra clasificacion con lo anterior reportado(19).

El tipo predominante fue costra (37.1%) seguido de lesidn tipo placa (34.2%). Bonifaz en el
2001, reporta en un estudio realizado en México donde evalud 51 pacientes, un predominio
de lesiones nodulares (41%), seguido de lesiones verrugosas ( 26%) (11).

Con respecto a la severidad y tiempo de evolucion de las lesiones, encontramos que la
mayoria de los pacientes presentaron lesiones leves (71.4%) y el tiempo de evolucién de las
mismas fue hasta 2 afios (51.4%), en el momento del diagnostico. Nuestro estudio no
coincide con el tiempo de evolucion reportado por otros autores el cual es de larga data, asi
lo refieren estudios de Barroeta et al en 1988 en Venezuela (10) y por Esterre et al en

Madagascar en 1997 (36).
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Los resultados obtenidos de susceptibilidad in vitro de C. carrionii contra los 5
antifungicos evaluados, anfotericina B, itraconazol, voriconazol, posaconazol y terbinafina
fueron similares a los reportado por Gonzélez G. M et al en 2005 y Vitale R. G et al en
2009 (41, 90). Por lo general los agentes etiologicos de cromoblastomicosis son
susceptibles a la mayoria de los antifingicos in vitro (54-55, 90), aunque el tratamiento de
los pacientes resulte dificil y en ocasiones tengan recidivas.

Este es el primer estudio donde se reporta una especie de la familia Davidiellaceae del
orden Capnodiales, como agente causal de cromoblastomicosis. Las especies
pertenecientes a esta familia son consideradas contaminantes del medio ambiente. Se
identifica Cladosporium velox, especie que hasta el momento no habia sido reportado como
patdgeno para el hombre (94).

Una gran cantidad de herramientas moleculares han sido aplicadas para resolver los
problemas taxondmicos en la clasificacion de estos hongos dematidceos y entender
patrones epidemioldgicos y la relacién con los diferentes origenes geograficos de
aislamientos clinicos (8, 16-17, 25, 28). Se han realizado estudios de genotipificacion para
investigar las variaciones entre la misma especie, asi como variaciones interespecies.
Pocos son los estudios que ponen en evidencia la diversidad genética de agentes causales de
cromoblastomicosis. Investigadores han demostrado grados de polimorfismos entre las
especies del género Fonsecaea, indicando bajo o alto grado de variabilidad genética (25,
58, 92). Se evidencié mediante ERIC-PCR diferentes patrones electroforéticos entre las
especies identificadas de C. carrionii en las cuales se detecto un limitado grado de
polimorfismo entre las especies.

Mediante ERIC-PCR se demostré un alto grado de variabilidad genética entre las 4

especies de F. pedrosoi, no existen antecedentes similares a este estudio, es evidente que
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las especies son diferentes genéticamente, lo que puede explicarse por sus diferentes
origenes geogréaficos.

En este estudio se detectaron diferentes patrones electroforéticos entre las especies
de Cladophialophora, Fonsecaea y Cladosporium observandose una clara variacion
genética entre géneros. No existen estudios similares en la literatura con esta técnica para el
estudio de este grupo de hongos dematiaceos lo que representa un aporte en los estudios de
cromoblastomicosis.

En este trabajo se estudiod la asociacion de los hallazgos genotipicos con los datos
clinicos y epidemioldgicos de los pacientes, es el primer estudio realizado de este tipo. Se
demostrd asociacion en los clusters de C. carrionii y las edades de los pacientes. También
se demostro asociacion entre los clusters y las formas clinicas de las lesiones, lo que podria
ser util para el estudio de la enfermedad, sin embargo es necesario el estudio de un mayor
namero de casos, debido a que no existen estudios similares.

Uno de los aislamientos clinicos no pudo ser identificado con herramientas
fenotipicas ni moleculares, es posible que se trate de un nuevo agente etiologico de
cromoblastomicosis por lo que se hace necesario generar nuevos conocimiento de estudios

y conocer mas sobre esta enfermedad.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES.

. Se confirm6 a C. carrionii como el principal agente etiolégico de
cromoblastomicosis en un foco endémico en el Estado Lara, Venezuela por estudios
fenotipicos y moleculares.

En esta investigacion se describe por primera vez a C. velox como agente etioldgico
de cromoblastomicosis.

Por métodos moleculares no fue posible identificar uno de los aislamientos clinicos
estudiados.

. Se demostrd variabilidad genética entre las especies de C. carrionii y F. pedrosoi.
ERIC-PCR es una herramienta Util para estudiar polimorfismos genéticos entre

especies estrechamente relacionadas de cromoblastomicosis.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS.

Realizar el estudio filogenético de los agentes de cromoblastomicosis con los datos
obtenidos para C. carrionii.

Evaluar otros genes que pudieran generar mayor informacion sobre patogenicidad de estas
especies.

Estudiar otras areas endémicas con un mayor numero de pacientes y correlacionar nuestros
resultados con nuevos estudios.

Desarrollar un modelo murino para un mayor entendimiento de la historia natural de la

enfermedad.
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APENDICE A

MEDIOS DE CULTIVO

Agar de Sabouraud. Difco®
Peptona al 10 g
Glucosa al 20 g
Agar 15¢
Cloranfenicol 5009

Agua destilada 1000 ml.

Agar papa dextrosa. Bioxon®
Papa 200g
Glucosa 20g
Agar 20g

Agua destilada 1000 ml.

Agar harina de avena. (Quaker® Avena en hojuelas)
Harina de avena 309
Agar 20g

Agua destilada 1000 ml.

Agar extracto de malta. Difco®

Extracto de malta 20 g
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Glucosa 20 g
Peptona 1l g
Agar 20 g

Agua destilada 1000 mL

Agar nutriente sintético.
KH,PO, 19
KNO; 1g
Mg SO47 H,0 0.5 g
KCI05¢g
Glucosa 0.2 g
Sacarosa 0.2 g
NaOH (1M) 0.6ml
Agar 13.2¢

Agua destilada 1000 ml.

Agar Christesen (Merck)
Peptona 1g
Glucosa 1g
Cloruro de sodio 5g
Fosfato monopotasico 2g
Rojo de fenol  0.012g
Agar 129

Urea 50ml al 40%
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Agua destilada 1000 mL
Mycosel (Bioxon)

Peptona de soya 10g

Glucosa 10g

Agar 15.5¢

Cicloheximida 0.4g

Cloranfenicol 0.05g

Agua destilada 1000 mL

Gelatina Nutritiva (Bioxon)
Gelatina 1209
Glucosa 5g
Nitrégeno base (Difco) 6.7g

Agua destilada 1000 mL
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APENDICE B

PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Bromuro de etidio 0.5 mg/ml (solucion stock)
Disolver 25 mg de bromuro de etidio en 40 ml de agua ultrapura. Aforar a 50 ml y

almacenar a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio &mbar.

Bromuro de etidio 2 ul/ml (solucién de trabajo)
Preparar una dilucion 1:250 de la solucion stock para tefiir los geles de agarosa (1 ml de la

solucion stock méas 249 ml de agua ultrapura).

EDTA 500 mM pH 8.0 (&cido etilen diamino tetracético).
Disolver 9.306 g de Na,EDTA.2H,0 en 40 ml de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0 con

lentejas de NaOH y aforar a 50 ml.

Etanol al 70%

Mezclar 70 ml de etanol al 100% mas 30 ml de H,O destilada estéril.

Fenol saturado
1. Destilacion: Se funde el fenol a 68°C. Se procede a destilarlo si su aspecto al estar

fundido no es cristalino (el fenol destila a una temperatura de 180°C, es recomendable
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no conectar agua circulante porque el fenol puede cristalizarse en el mismo
refrigerante). El fenol que va destilando se puede recibir en un pequefio volumen de
Tris- HCI 0.5 M para evitar su cristalizacion.

Saturacion: Antes de comenzar la saturacion, el fenol debe ser equilibrado a un pH
mayor de 7.8 debido a que el DNA puede quedar dentro de la fase organica si el pH del
fenol es acido.

Agregar hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1% (funcidn antioxidante).
Afiadir un volumen de solucién amortiguadora Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0 y mezclar con
una barra magnética hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor de 7.8 (medir con
papel indicador).

Agitar durante 48 h a temperatura de refrigeracion, dejar que se separen las fases y
eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a una linea de vacio con trampa
0 embudo de separacion.

Repetir la misma operacion pero utilizando solucién amortiguadora Tris-HCI 0.1 M, pH
8.0.

Eliminar la fase acuosa final y afiadir 0.1 volimenes de Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
conteniendo -mercaptoetanol a una concentracion 0.2%.

La solucion de fenol puede ser almacenada de esta forma en un frasco obscuro a -20°C,

las alicuotas de fenol en uso se almacenan a 4°C.
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Gel de agarosa al 2%

Disolver 2 g de agarosa por cada 100 ml de TBE 0.5X, calentar en microondas o en plancha
de calentamiento hasta que esté fundido, agregar 10 puL de bromuro de etidio 2 mg/ul por

cada 100 ml de solucion y vaciar en la camara de electroforesis.

Gel de agarosa al 1.5%

Disolver 1.5 g de agarosa por cada 100 ml de TBE 0.5X, calentar en microondas o en
plancha de calentamiento hasta que esté fundido, agregar 10 ul de bromuro de etidio 2

mg/ul por cada 100 ml de solucion y vaciar en la camara de electroforesis.

Jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%o)
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 ml de glicerol en TE 1X

pH 8.0 aforar a 10 ml.

SEVAG (24:1)

Disolver 24 ml de cloroformo més 1 ml de alcohol isoamilico.

Proteinasa K 10 mg / ml

Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 ml de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5

SDS al 10% (Dodecil sulfato de sodio)
Disolver poco a poco 5 g de SDS en 50 ml de agua destilada.

SDS al 1% (Dodecil sulfato de sodio)
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Mezclar 5 ml de una solucion de SDS al 10% en 50 ml de agua destilada.

TBE 10X (Solucion stock)

Disolver 54 g de Tris base, 27.5 g de acido borico en 20 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0 y en

agua ultrapura aforar a 500 ml.

TBE 0.5X (Solucién de trabajo)

Disolver 50 ml de TBE 10X en 400 ml de agua ultrapura y aforar a 1000 ml.

TE 1X
Mezclar 500 ml de Tris- HCI 500 mM, pH 8.0 y 50 ml de EDTA 500 mM en agua

destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 25 ml.

TE 1X con SDS al 1%

Disolver 1 g de SDS en 100 ml de TE 1X.

Tris-HCI 500 mM, pH 8 (Solucién stock)
Disolver 30.3 g de trizma base en 300 ml de agua ultrapura, ajustar el pH con acido

clorhidrico concentrado y aforar a 500 ml.

Acetato de sodio 3M pH 5
Disolver 12.3 gr de acetato de sodio en 25ml de agua destilada. Ajustar el pH con acido

acetico glacial y aforar a 50 ml. Esterilizar en autoclave.
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