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RESUMEN

La cromoblastomicosis es una enfermedad micética provocada por hongos pigmentados
dematiaceos, por medio de lesiones subcutaneas generadas ante la falta de prendas de
proteccién como guantes y calzado. La poblacion principalmente afectada es el género
masculino que desempefian labores de agricultura y ganaderia. El objetivo de este proyecto
de investigacion fue el andlisis de informacion recopilada sobre el diagndstico
microbiologico de la cromoblastomicosis en Latinoamérica, a través de la bdsqueda y
seleccion de articulos, mediante bases cientificas. La metodologia utilizada en esta
investigacion es de tipo descriptivo no experimental, con disefio documental, cohorte
transversal y retrospectivo. A partir de una poblacion de 71 documentos, el cual se aplico
criterios de inclusion y exclusion, para la seleccion de la muestra conformada por 52 fuentes
bibliogréaficas, las mismas que contribuyeron con informacion util, para responder a los
objetivos planteados. Del anélisis bibliogréfico, se registré datos sobre las técnicas de
diagndstico, prevalencia de especies con mayor frecuencia, y el nimero de casos reportados.
Se concluyo, que los agentes causales mas prevalentes en América Latina es Fonsecaea
pedrosoi y Cladophialophora carrionii, ademas, los paises que presentan mayor carga de
esta micosis es Brasil, México y Venezuela. Finalmente, el diagnéstico va acompafiado de
las caracteristicas clinicas, tipo de lesién y la ocupacion del paciente, la prueba de laboratorio
mas utilizada es el examen directo con KOH que representa el 87,3%, es aplica por ser
sencilla, rapida y econémica, las técnicas confirmatorias mas empleadas es el cultivo con el

80,2% y la histopatologia representa el 57,1%.

Palabras claves: cromoblastomicosis, diagndstico, prevalencia, caracteristicas clinicas,

agente etioldgico.



ABSTRACT

Chromoblastomycosis 15 a mycotic disease caused by pigmented dematiaceous fungi through
subcutaneous lesions generated by the lack of protective clothing such as gloves and footwear. The
population mainly affected s the male gender, who perform agricultural and livestock tasks. The
objective was 10 analyze information collected on the microbiological diagnosis of
chromoblastomycosis in Latin Amernica through searching and selecting scientifically based
articles. The methodology used in this research is of a nonexperimental descriptive type, with a
documentary, cross-sectional, and retrospective cohort design. From a population of 71
documents, inclusion and exclusion cntena were applied for selecting the sample made up of 52
bibliogruphic sources, the same ones that contributed with helpful information, to respond to the
stated objectives. From the bibliographical analysis, were recorded data on diagnostic technigues,
the prevalence of species with greater frequency, and the number of reported cases. To conclude,
Latin Amenca’s most prevalent causal agents are Fomsecaea pedrosol and Cladophialophora
carrionii. The countries with the highest burden of this mycosis are Brazil, Mexico, and Venezuela
Finally, the diagnosis goes by the clinical charactenstics, type of injury, and the patient’s
occupation; the most used laboratory test is the direct examination with KOH, which represents
#7.3%; applied because it 15 simple, fast, and economical. The most used conformatory techmiques

are a culture with 80.2%, and histopathology represents 57. 1%,

Keywords: chromoblastomycosis, diagnosis, prevalence, clinical charactenstics, etiological
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CAPITULOI.
INTRODUCCION.

Las micosis se originan por una implantacion fungica, derivadas por hongos dermatofitos,
levaduras y no dermatofitos, a través de laceraciones en la piel. Dentro del grupo de
infecciones micéticas subcutaneas con mas relevancia clinica, se encuentra la esporotricosis,
el micetoma, la cromoblastomicosis y actinomicosis, caracterizadas por afectar al tejido
cutaneo y subcuténeo del ser vivo. Al mismo tiempo, son consideras un problema de salud
publica, no obstante, ingresan en las patologias no mortales, en ocasiones se convierte en

enfermedades oportunistas por alterar el estado inmunocomprometido del huésped®2.

La Cromoblastomicosis (CBM) también conocida como cromomicosis, es una enfermedad
de origen micdtico, provocada por la implantacién de hongos melanizados, mediante
lesiones generadas en la dermis y tejido subcutaneo, siendo la puerta principal de ingreso.
Ademas, este tipo de infecciones cutaneas se transforman en traumatismos nddulo-
verrugosos. Afecta mayormente las extremidades inferiores con un 85%, a diferencia de los
miembros superiores. Los géneros fungicos mas frecuentes de esta micosis son Fonsecaea
pedrosoi, Cladophialophora carrionii. Phialophora verrucosa, Rhinocladiella

aquaspersa>*,

Las caracteristicas clinicas se basan en lesiones en forma de papulas o nédulos, suelen estar
acompafiadas de dolor. Los traumatismos cutaneos se identifican por presentar
descamaciones, parecidas a una tifia. A través del tejido lesionado, por medio de técnicas
histoldgicas, se visualizan células muriformes de color marrén (Anexo 1). Al tratarse de una
micosis con un desarrollo paulatino, las heridas en la piel suelen ser ligeras y superficiales;
sin embargo, ante la ausencia de tratamientos, puede dar paso a una sobreinfeccion,
formando cuadros severos como un linfoedema, elefantiasis, y en ocasiones un carcinoma

epidermoide®®.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la carga de morbilidad a nivel mundial
es alrededor de 10000 casos notificados, a partir del afio 1940. Segun su distribucion
geografica prevalece en éareas tropicales y subtropicales especialmente en Asia, Africa y
América Latina® (Anexo 2). Madagascar registra un indice elevado de pacientes con esta
afectacion, un caso por cada 6800 personas. En el continente asiatico esta micosis se

encuentra en Japon, India y China; por otra parte, Europa y Rusia tienen un porcentaje bajo
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de reportes a causa de la CBM. Mientras que el Caribe ha registrado 600 casos, atribuyéndole

como agente etioldgico predominante al F. pedrosoi*’.

En Latinoamérica paises como Brasil, México y Venezuela tienen mayores nimeros de
aislamientos por CBM, seguido por Costa Rica, Puerto Rico, Cuba, Republica Dominicana.
Sin embargo, el porcentaje de casos reportados baja en Bolivia, Argentina, Perd, Uruguay,
Chile y Ecuador. Con 450 casos registrados se encuentra Republica Dominicana, mientras
que Cuba cuenta con alrededor de 100 casos. Los que tienen mayor carga referente a esta
infeccion micdtica es Brasil y México debido a su ubicacion geografica, en zonas tropicales

con climas himedos, lo que permite el desarrollo de este tipo de hongos pigmentados®’.

En México se ha declarado como segunda micosis mas habitual, después de la esporotricosis.
Los géneros predominantes son F. pedrosoi y C. carrionii, en los centros dermatoldgicos
poseen 603 casos diagnosticados en las ultimas siete décadas, ubicandolo como uno de los
paises con elevados reportes a causa de esta infeccion fungica. La OMS manifiesta que la
cromoblastomicosis es una enfermedad desatendida a nivel mundial y como consecuencia

de ello, no se exige una notificacion sobre la incidencia y prevalencia de la misma®.

En Ecuador la informacidn es limitada, el departamento de Micologia del Instituto de Salud
Publica e Investigacion desde 1979 a 2012, se han reportado 25 casos por CBM, el agente
etioldgico diagnosticado con el 80% es F. pedrosoi. Ademas, esta enfermedad es prevalente
en el género masculino, que desempefian actividades agricolas en cultivos tropicales, y son
oriundos de zonas costeras. El Hospital Vicente Corral Moscoso (HVCM) en Cuenca, consta
con un informe de 18 casos registrados hasta el 2014, procedentes de la region oriental-

amazonica, principalmente de las provincias de Morona Santiago y Zamora Chinchipe®.

La cromoblastomicosis es considera una enfermedad ocupacion, que predomina en hombres
alrededor del 67%, por otra parte, la poblacion infantil tiene un bajo nimero de casos
reportados®. Este tipo de hongo se encuentra su forma parasitaria en la vegetacion, madera y
suelo. Para su identificacién se utiliza el examen directo con KOH para visualizar
microscopicamente células muriformes, en ocasiones se recurre a un diagnostico diferencial,
para descartar otras enfermedades micoticas como: (blastomicosis, coccidioidomicosis,

feohifomicosis, esporotricosis, candidiasis granulomatosa, tuberculosis verrucosa)'®*.
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El objetivo principal de este trabajo de investigacion se basa en especificar las técnicas y
métodos de diagnosticos aplicados para la deteccidn de la cromoblastomicosis, a través de
la recoleccion de informacion bibliogréfica, cuya finalidad, es el analisis de datos
encontrados, sobre las pruebas utilizadas en los laboratorios, a su vez comprendiendo los

procedimientos y la interpretacion de resultados.

Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) tienen gran prevalencia en areas tropicales
y subtropicales, estas enfermedades endémicas no tratadas muestran una incidencia alta en
poblaciones de escasos recursos, que residen en zonas rurales de dificil acceso, que no cuenta
con centros de salud. La OMS sefiala que la cromoblastomicosis pertenece al grupo de ETD,
resaltando que se trata de una enfermedad no prioritaria en ser atendida, por lo que, no se
exige un registro de casos nuevos a causa de esta micosis. Los continentes mas afectados es
Asia, Africa y América Latina, ya que se trata de paises subdesarrollados con ingresos

economicos bajos!?®,

La CBM es considerada como una enfermedad tropical, ya que predomina en regiones
calidas y humedas, se le atribuyen como factores de riegos, las condiciones higiénico-
sanitarias, socioecondémicas y ambientales carentes. Este tipo de micosis subcutanea se
caracteriza por un desarrollo lento, debido al tiempo de adaptabilidad del agente causal en el
tejido del huésped®. En su ciclo parasitario carecen de esporas o blastosporas; ademas,
presenta papulas eritematosas y ante una infeccion crénica se forman placas verrugosas o
ulcerativas, en un traumatismo severo da inicio a una elefantiasis (pie musgoso), causando

inmovilidad en las extremidades al estar comprometidas las articulaciones***°,

Los agentes etioldgicos responsables de esta infeccion micética pertenecen a la familia de
los dematiaceous, denominados de esta manera por Borrelli “cromomicetos”, y se identifican
por ser hongos melanizados de color negro. Las principales especies causante de la CBM
son: Fonsecae, Phialophora, Cladophialophora y Rhinocladiella (Anexo 3). Sin embargo,
F. pedrosoi predomina en areas tropicales y himedas; mientras que C. carrionii es reportada
con mayor frecuencia en zonas secas y semiaridas. Por otra parte, las especies menos
habituales son P. verrucosa, R. aquaspersa, E. dermatitidis y F. monophora. El 70% de los

casos registrados son procedentes de areas tropicales y subtropicales®®.
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Se reporta en pacientes que oscilan entre 30 a 60 afios de edad, rara vez se presenta en
adolescentes. Existe una prevalencia en hombres; con una relacion de 5:1 hombre-mujer.
Tiene mayor incidencia en personas que realizan trabajos agricolas, ganaderos y lefiadores,
los factores asociados al desarrollo de esta enfermedad, se encuentra la falta de uso de
prendas de proteccién (calzado), déficit de alimentacion y la falta de higiene. Este tipo de

agente micdtico tiene como habitat natural la vegetacion, madera y suelo®’.

Las heridas se distribuyen segln la topografia del cuerpo, prevalecen en las extremidades
inferiores, particularmente en los pies con el 56,7%, seguido por los miembros superiores
alrededor del 19,9%, los sitios menos afectados se encuentra la cabeza y cuello con el 2,9%,
mientras que el tronco tiene el 2,4 % (Anexo 4). Estas lesiones se clasifican en leves con un
tamafio inferior a 5cm; moderado miden aproximadamente alrededor de 15cm de diametro;
y la forma severa recubren zonas de la piel, tanto cercanas como distantes. Los tipos de
lesiones de origen verrugoso se han reportado 710 casos, los tumorales 663 registros, tipo

nodular alrededor de 285 pacientes y traumatismos ulcerosos con 105 casos notificados**8,

El diagnostico diferencial se aplica para la identificacion de la CBM, ante otras
enfermedades dermatolédgicas como la esporotricosis, micetoma, lobomicosis, zigomicosis
subcutanea. Las pruebas de laboratorio parten desde los examenes convencionales, como es
el examen directo aplicado con KOH, para la observacién microscopica de células
muriformes, utilizando como muestra el raspado de piel. Dentro de técnicas confirmatorias
se encuentra el cultivo para la visualizacion del crecimiento de cepas color marrén oscuro y
la histopatologia a través de la biopsia de tejido. Para la eleccion del tratamiento dependera

del agente causal, tamafio, localizacion y tipo de la lesion®®.

La importancia de la presente investigacion radica, en conocer cudles son las técnicas y
métodos de diagnostico aplicadas en los laboratorios, para la deteccion de la
cromoblastomicosis, mediante el analisis y recoleccion de literatura cientifica. Ademas, este
estudio permite identificar las causas, los tipos de lesiones, los factores de riegos, agentes
etioldgicos, asi como su prevalencia. A su vez brindan datos relevantes, en el campo de la

micologia, como son los procedimientos e interpretacion de resultados.

Este estudio presenta una problematica por trata de una enfermedad olvidada a nivel sanitario
por parte del MSP, que afecta a la poblacion latinoamericana de escasos recursos, que viven

en zonas rurales, y a su vez no cuentan con centros de salud para su atencion y oportuno
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tratamiento. Por todo lo expuesto, se realizé un andlisis descriptivo para responder a los
objetivos planteados, a través de la argumentacion de informacion, contando con recursos

bibliogréaficos necesarios, que se requirié para la realizacion de esta investigacion.

El objetivo de este trabajo investigativo fue recopilar informacion bibliografica a traves de
fuentes cientificas sobre los resultados de pruebas diagnosticas de la Cromoblastomicosis en

los paises de Latinoamérica, detallandolo en tres items:

1. Determinar la frecuencia de publicaciones relacionadas al diagnostico microbioldgico de

la cromoblastomicosis en Latinoamérica, por medio del analisis de articulos consultados.

2. Distinguir mediante la busqueda bibliografica los tipos de pruebas de diagndstico

aplicadas, para deteccion de la cromoblastomicosis en los laboratorios.

3. Comparar a través de las publicaciones cientificas, los agentes etioldgicos con mayor

prevalencia causante de la cromoblastomicosis en los paises de Latinoamérica.
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CAPITULO II.
MARCO TEORICO.
Historia

La cromoblastomicosis se reportd por primera vez en el afio 1914 por Maximilliano
Rudolph, en un paciente que residia en Minas Gerais, Brasil. A partir de 1911 se registré una
enfermedad, cuyas caracteristicas presentaban verrugas en la piel, relaciondndola con la
blastomicosis negra. Rudolph en su investigacion notd lesiones verrugosas localizadas en
las extremidades inferiores en seis; a través de su estudio informd, que en cuatro pacientes
fueron aislados dos hongos negros con superficie terciopelada, las caracteristicas

microscopicas se asemejaban al género F. pedrosoi’+°,

En Estados Unidos se reporta el primero caso, en un paciente con afectaciones en la dermis
en forma de placa-verrugosa de color viol&ceo. Los investigadores Lane y Medlar, en su
busqueda identificaron una nueva especie causante de esta micosis atribuyéndole el nombre
de Phialophora verrucosa. A partir de 1922, Terra y colaboradores utiliz6 el término

cromoblastomicosis, para diferenciar de otras enfermedades micéticas®*2°,

Cromoblastomicosis

La palabra cromoblastomicosis proviene del griego “cromo” que significa color y “mikos”
que se refiere a hongos; este término se emplea para describir las infecciones micoticas
causadas por hongos melanizados y terciopelados®®. Esta micosis se caracteriza por presenta
una infeccion cutanea granulomatosa, tras la inoculacion fangica, a traves de una herida en
la piel. Pertenece al grupo de enfermedades ocupacionales, que se desarrolla en territorios

tropicales y subtropicales, por lo que es considerada como una enfermedad cosmopolita”2°.

Morfologia Fungica

Las colonias son aterciopeladas en la superficie, adoptan un color pardo oscuro o negro. Las
muestras que se toman de las lesiones presentan conidios, las células son esféricas que miden
de 4 a 12um de diametro, y se llaman cuerpos muriformes o escleréticos. Su division se da
por tabicacion transversal; mientras que, las muestras de exudado o costras, sus células

suelen germinar, dando origen a hifas ramificadas y tabicadas®® (Anexo 5).
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Las colonias de Fonsecaea pedrosoi son negras-olivaceas terciopeladas con una superficie
aplanada, desarrollando conidios marrones, de forma ovalada. Miden alrededor de 1,5-3 x
3-6um, sus cadenas son cortas, de paredes delgadas y lisas. La Cladophialophora carrionii
desarrolla colonias pequefias, de color olivo a negro con una superficie vellos, sus
caracteristicas microscopicas se visualiza conidiéforos largos, de una tonalidad verde
olivaceo, y pueden presentar ramificaciones, sus terminaciones estdn compuestas por

conidios que miden alrededor de 1.5-3 x 2-7um de tamafio®-%2,

La Exophiala dermatitidis tiene una semejanza a las levaduras hasta formar hifas ovoides de
color gris olivaceas, presentan ramificaciones y en sus terminaciones forman conidios
redondos, de 2-4 x 2.5-6um de color marron; por su parte, Phialophora verrucosa posee
colonias de apariencia gris oscuro con aspecto gamuza, mientras que, sus hifas son elipticas
de color marron, doblada como collares y sus conidios adoptan la forma de copa?'??
Rhinocladiella aquaspersa sus cepas son de color verde oscuro aterciopeladas; los
conidioforos son rectos de paredes gruesas, no presentan ramificaciones y los conidios son

elipsoidales a claviformes, de color marr6n® (Anexo 6).

Prevalencia de Agentes causales en Latinoamérica

La CBM es causado por diferentes especies etioldgicas, en América Latina los agentes
fangicos prevalecen, segun su distribucion geografica en zonas tropicales, subtropicales y
semiaridos. Paises como México, Brasil, Venezuela y Cuba, cuentan con un indice de
elevado de casos notificados. Mientras que, Costa Rica, Puerto Rico, Republica Dominicana,
Argentina, Per(, Ecuador, desciende el porcentaje de pacientes afectados con esta micosis.
Actualmente los géneros mas aislados en paises latinoamericanos son Fonsecaea Yy
Cladophialophora®®?42>2,

Brasil muestra una alta incidencia alrededor de 1 en 196 mil habitantes, resaltando que existe
una mayor prevalencia en la region amazénica. Mediante el estudio de pruebas moleculares,
determinan los agentes etioldgicos mas frecuentes partiendo por F. pedrosoi, seguida por F.
mondfora y F. nubica %8, Sin embargo, el estado de Para atribuye al género Fonsecaea spp.
con la especie causante del 77.8% de casos notificados?*3. En México la CBM es la segunda
micosis mas recurrente. La prevalencia de los agentes etioldgicos, empieza con F. pedrosoi
con el 95.8%; seguido por C. carrionii, cuenta con el 1.1% de caso, P. verrucosa el 0.6%,

R. aquaspersa y Exophiala con casos notificados del 0,296831:3233,
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En paises en desarrollo como Venezuela, se registra el 65,1% de casos por CBM. Lara,
Caracas, Zulia y Falcon, son zonas adaptables para el desarrollo del género C. carrionii, ya
que son estados aridos; sin embargo, se han encontrado F. pedrosoi, P. verrucosa y R.
aquaspersa#*>3¢, En el caso de Paraguay prevalece la especie F. pedrosoi con un 47,6%, y
en menor porcentaje se encuentra P. verrucosa en 4,7%°"3. Costa Rica es un pais con una
taza alta de reporte, los agentes etiologicos responsables son F. pedrosoi y C. carrionii
frecuentemente. Por su parte, en Cuba es menos prevalente esta infeccion fungica, se ha

recolectado alrededor de 100 casos el responsable es el género F. Pedrosoi’0-3,

En el caso de Puerto Rico tiene una incidencia baja, el agente causal es C. carrionii. mientras
que, en Ecuador se encuentra F. pedrosoi como agente prevalente, seguido por C.
carrioni®34°, Paises como Guatemala y Perd, identifican como género predominante a F.
pedrosoit®142, En Colombia la CBM ocupa el 13% de enfermedades micéticas profundas.
A través de pruebas diagnosticas, el agente frecuente es F. pedrosoi, alcanzando el 95%.
Republica Dominicana, con el 80% de casos, lo atribuye como responsable a F. pedrosoi.
Por otra parte, Honduras se han reportado casos provocados por el género F. pedrosoi en

86,96 %, convirtiéndose en el agente responsable mas habitual 194344,

Caracteristicas Clinicas

Las principales manifestaciones clinicas se basan en lesiones generadas en la dermis, dando
paso a la inoculacion de estos agentes fungicos, para la formacion de costras en la piel. Se
caracteriza por ser una enfermedad de lento avance, sin presentar dolor en la zona afectada,
lo cual, puede pasar varios afios sin tratamiento. En etapas tempranas las heridas son
limitadas, indoloras semejante una méacula no purulenta, en una fase avanzada se forma los
nddulos-verrugosos, similar a una coliflor, con dolor localizado, purulento. Ademas, este
tipo de micosis en cuadros crénicos ocasionan una diseminacion linfatica, y ante una

sobreinfeccion bacteriana terminar en elefantiasis o fibrosis de los conductos linfaticos®4°.

Las lesiones se clasifican en cinco tipos, empezando por la nodular que es la mas simple de
apariencia blanda, tiene superficie lisa 0 escamosa de color rosaceo. La forma tumoral que
se asemeja a una coliflor, ademas presenta protuberancias recubiertas por restos epidérmicos,
y costras con una coloracion gris; las lesiones verrugosas se identifican por mostrar una

hiperqueratosis, con un crecimiento en sus bordes; traumatismos en placa son los menos
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frecuentes tienen una forma plana-convexas con escamas superficiales, de color rojo-
morado, Yy las lesiones cicatriciales en su dermis atraviesan un proceso cicatricial atrofica,

eritematoescamosas de color rojizo-violaceo!’#.

Diagnostico de laboratorio

En la actualidad los métodos de diagnostico van acompafiado de las caracteristicas clinicas
y patoldgicas que presenta el paciente. Las pruebas de diagndstico convencionales, parten
del examen directo con KOH, se utiliza en un 80%, es util para la visualizacion de estructuras
fangicas. Dentro de técnicas confirmatorias se encuentran los cultivos, y la histopatologia,
los cuales son examenes predilectos para su empleo en un 92%; mientras que, los métodos
moleculares son eficaces, pero poco utilizados con el 50%, por ultimo las pruebas

seroldgicas se ocupan solo en un 8%*“°.

Examen Directo

Prueba micoldgica que se realiza a través, de un pequefio raspado de piel en el area de lesion;
las escamas o costras obtenidas se colocan en hidroxido de potasio (KOH) al 10-20%, se
homogeniza, y afiade una gota de la preparacion en el portaobjetos, y se visualiza a través
del microscopio estructuras esféricas, que cuentan con una pared gruesa, de tonalidad café
ladrillo, miden alrededor de 4 a 12um, adoptan el nombre de células fumagoides o
escleroticas, se caracterizan por estar solas o agrupadas. Esta prueba tiene una eficacia del
90 a 100% para la identificacion de estructuras micoéticas. Sin embargo, no se puede
identificar el agente causal, porque se recurre a otros métodos de diagnosticos*/#8:49,

Figura 1: Examen directo con KOH células fumagoides

Fuente: https://www.ammmac.org.mx/cromoblastomicosis/

21


https://www.ammmac.org.mx/cromoblastomicosis/

Cultivo

El cultivo es un método confirmatorio, se utiliza medidos de cultivo con agar Sabouraud o
papa dextrosa (APD), sin o con antibidticos (cloranfenicol y cicloheximida). Se empieza con
la técnica de sembrado (Anexo 7), se incuba a una temperatura de 25-30°C, durante 10 dias,
pasado este tiempo, se observara el crecimiento de colonias vellosas, de color negro o verde

oscuro, con superficie plana y una elevacion en el centro*®>?,

Para la identificacion de especies causales, se realiza una tincion con azul de lactofenol en
un portaobjetos, permitiendo visualizar las caracteristicas micromdrficas de las colonias. Se
descarta como negativo pasado los 30 dias ante la ausencia de crecimiento colonial, este tipo

de hongos se caracterizan por tener un desarrollo lento®:,

Microcultivo

Es un método que se recurre ante una dificultad para determinar las caracteristicas

microscopicas de las especies fungicas, existe la técnica de puncién y dilucion (Anexo 8).

Procedimiento por puncion: Empieza con la preparacion de los medios de cultivos con
agares de Sabouraud o harina de maiz, se realiza divisiones con marcador al reverso de la
caja Petri, posteriormente se corta el agar formando bloques, los cuales se depositan sobre
el portaobjeto, para su respectiva siembra, por altimo, se coloca el cubreobjetos para
conservar una humedad adecuada, se afiade solucion de glicerol a 10%. Se sella y es incuba
a 28°C por 10 dias, o0 temperatura ambiente durante 7 dias, hasta se genere una esporulacion,
para su posterior determinacion de las estructuras morfoldgicas, mediante la tincion con azul

de lactofenol®>°354 (Anexo 9).

Procedimiento por dilucion: a partir de un cultivo se prepara las diluciones, que van de
1/10 hasta 1/100000; las siembras son individuales. Se perfora con un sacabocado el medio
de cultivo de agar Sabouraud. Se agrega 0,5mL de la diluciéon a utilizar, y mediante
movimientos rotatorios se extiende por toda la superficie del agar. Posteriormente se extrae
los discos de agar, para ser depositados en una lamina portaobjeto, dentro de una caja de
Petri. Ademas, se coloca un algodén humedecido con agua destilada para proporcionar una
humedad adecuada. Se tapa y se sella, para ser incuba a 25°C durante 3 a 5 dias. La lectura

se realiza al instante en que se observe crecimiento en el borde del disco de agar 5%,
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Histopatologia

Este tipo de prueba es considerada una prueba de oro para el diagnostico de la CBM, su
muestra se obtiene a partir de la biopsia, en la lesidn afectada la cual debe estar libre de una
zona necrosada; posteriormente, se realiza las técnicas histoldgicas correspondientes para el

procesamiento del corte histoldgico (Anexo 10)*'.

Una vez obtenida la muestra se observa en el microscopio cambios en la dermis superficial
con infiltraciones inflamatorias, presencia de histiocitos y polimorfos; en la zona de la
epidermis presenta hiperqueratosis e hiperplasia pseudoepiteliomatosa, ademas se observa
células muriformes con coloracion marron. Para este método se aplica tinciones especiales
como la hematoxilina-eosina, el PAS, el Grocott o Fontana-Masson. Otra técnica de
diagndstico es la citologia por aspiracion con aguja fina (FNA), es una prueba poco aplicada
para la deteccion de la CBM, en un resultado positivo se encuentra células escler6ticas®®.

Diagnostico Seroldgico

En la actualidad las pruebas seroldgicas son poco utilizadas en el laboratorio, para el
diagnédstico de la CBM; la técnica de ensayo de enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA), se encarga de detectar antigenos o anticuerpos especificos de Fonsecaea pedrosoi
y Cladophialophora carrionii. En el método de ELISA para la especie C. carrionii, se basa
en la produccion antigenos somaticos, al emplear este ensayo detecta los anticuerpos hacia
el antigeno de esta especie. Mientras que, para el género F. pedrosoi se fundamenta en
localizar exclusivamente anticuerpos IgG frente al antigeno somaético de Fonsecaea. Esta

prueba tiene alta sensibilidad y especificidad a diferencia de los cultivos®”%,

Identificacion Molecular

Los métodos moleculares como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se han
desarrollado para deteccion de diversos hongos dematiaceos, ya que son técnicas de alta
sensibilidad y especificidad. Esta prueba compuesta por dos fases: la amplificacion del ADN
fangico de la muestra y la secuenciacion del segmento de PCR para la identificacion del
agente causal. Al emplear muestras de tejido, deben estar sin inclusion en parafina, ya que
tiene una sensibilidad del 97%. El tejido fijado con formalina e incrustado en parafina
(FFPE) disminuye su sensibilidad a un 68%°%5°,
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La amplificacion por PCR, se encarga del estudio de la amplificacion del gen y secuenciar
el ADN fangico. Mientras que la secuencia genémica, es una secuencia especifica de las
bases nitrogenadas del agente causal, de preferencia se utiliza el gen de cddigo de barras
rDNA ITS. La PCR para la identificacion del género Fonsecaea, existe una PCR daplex
dirigida el ADN ribosémico que se utiliza comunmente para la identificacion molecular de

hongos (Anexo 11)%062,

Tratamiento

Para tratar la CBM necesita de una combinacion adecuada de diferentes métodos de
tratamientos, esto se debe a la susceptibilidad del agente causal, y el tamafio de la lesion.
Ante traumatismos leves se emplea extirpacion quirurgica o la criocirugia. EI empleo de
medicamentos antifingicos tiende hacer mezclados con tratamientos fisicos como cirugia y
termoterapia. Los antifingicos que se utiliza es itraconazol y la terbinafina alrededor de 6-
12 meses. La crioterapia o criocirugia con nitrogeno liquido y la termoterapia, ya que
consiste en el empleo de calor a temperaturas de 42-45°C, esto inhabilita el desarrollo de

agentes micoticos®2:6364,

Reporte de casos por cromoblastomicosis

La frecuencia reportes sobre el diagnostico de la CBM, se basan en el nimero de casos
reportados en cada pais latinoamericano. En México existen 26 articulos con numero total
de 1,628 pacientes. Republica Dominicana consta de 450 casos registrados en los Gltimos
afios, Cuba con 319 casos notificados, Costa Rica por otro lado, tiene 153 pacientes
diagnosticados, Honduras con 52 notificaciones, Panama con 8 casos, en Puerto Rico existe

un reporte de 7 casos'®6566,

Los datos de Republica Dominicana a traves de una publicacion se notifica 450 casos en las
Gltimas décadas 7%, Venezuela enfatiza el hallazgo de 2.619 pacientes con CMB, en Brasil
registra 1.143 casos, mientras que Colombia tiene 167 notificaciones, Paraguay notifica 82
casos. Paises en menor porcentaje, se encuentra Ecuador con 34 diagndsticos, Perd con
alrededor de 7 casos, Argentina consta con 4 notificaciones, Bolivia reporta 3 pacientes
diagnosticados y Uruguay con 1 caso reportado de la CBM. Los paises con alta endemia esta

sobre los 16 casos por 100.000 habitantes'®6%70.7,
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CAPITULO III.
METODOLOGIA.

El presente estudio mostré un enfoque mixto con datos cualitativos y cuantitativos, mediante
el andlisis de informacion preexistentes, a través publicaciones cientificas en diversas

plataformas de investigacion.

Tipo de investigacion

Segun el nivel

Es de caracter descriptivo debido que se presenta los resultados recopilados en cuadros,
sobre las técnicas y métodos de laboratorio, aplicadas en el diagndstico de la
cromoblastomicosis, encargandose de responder a los objetivos planteados en la

investigacion.

Segun el disefio
El trabajo investigativo es documental no experimental, ya que al ser un trabajo de revision
bibliografica no se manipula las variables de investigacion, por tal motivo, no se alteraron

los datos existentes y establecidos.

Segun la secuencia temporal

El presente estudio tiene un corte transversal, porque se efectlio en un tiempo determinado,
obteniendo los resultados en un solo bloque mediante articulos cientificos publicados entre
el afio 2012 y 2022.

Segun la cronologia de los hechos
Es retrospectivo porque la investigacion se realizé en base a hechos ya estudiados, ademés
lainformacidn se obtuvo a través de la busqueda bibliografica, basada en articulos cientificos

preexistentes tomados de afios previos desde el 2012.

Poblacion

La poblacion de estudio con la que se trabajo fueron documentos bibliograficos publicados
en el idioma espafriol e inglés, los cuales proporcionaron informacion del tema de estudio,
sobre el diagnostico de la cromoblastomicosis en Latinoamérica, mediante la bisqueda de
palabras claves en las diferentes bases de datos cientificas, de tal manera, qued6 conformada

por 71 publicaciones cientificas ubicadas en ProQuest, Scielo, Mediagraphic, Pubmed,
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Elsevier, Repositorios, Springer, Revista Dermatoldgica, Redalyc, OMS, Libros, Qhalikay,
Scopus comprendido entre 2012 - 2022.

Muestra

La muestra fue seleccionada de acuerdo a las revisiones bibliograficas, que se llevo a traves
de la observacion y conveniencia considerando la informacién mas relevante para la
investigacion, la cual se escogieron 52 publicaciones cientificas ubicandose en: Scielo (8),
Pubmed (15), Redalyc (1), Repositorios (2), Medigraphic (6), Dermatologia (9), Elsevier
(3), Springer (3), Revista Micologica (3), Qhalikay (1), Libro (1). A su vez se aplicé la
seleccidn de bibliografia mediante los criterios de exclusion e inclusién, que se detallan a

continuacion, los mismos que ayudan a tener un enfoque mas claro y preciso.

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

e Atrticulos cientificos que reportaran resultados del diagnostico de la cromoblastomicosis
en paises latinoamericanos.

e Bibliografia publicada en un espacio de tiempo de diez afios entre el 2012 hasta 2022.

e Revision de articulos a través de palabras claves como cromoblastomicosis, pruebas
diagndsticas, prevalencia, agentes etioldgicos entre otros.

e Libros que muestran el fundamento sobre las caracteristicas morfoldgicas de las especies
causales de la cromoblastomicosis.

e Atrticulos que contienen un enfoque metodolégico comprendido por la, introduccién,
datos estadisticos, definiciones, causas, consecuencias, que se forman en la

cromoblastomicosis.

Criterios de exclusion

e Estudios bibliograficos que no estan relacionados a la cromoblastomicosis en paises
latinoamericanos.

e Articulos cientificos que no esta relacionado con el tema de investigacion.

e Bibliografia que supera el tiempo de investigacion, que se haya publicado antes del 2012.

e Fuentes bibliogréficas que no cuentan con sustento investigativo.
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Meétodos de Estudio

En el presente estudio bibliografico se emple6 un método tedrico, ya que se analizd y se
sintetizo la literatura de estudio, como articulos cientificos, tesis, revistas, publicaciones, con
relacién al tema de investigacion, de tal manera que aportaron con informacion relevante

para la elaboracion del presente tema.

Técnicas

Al ser un proyecto de investigacion bibliogréfica, las técnicas y procedimientos que se
utilizaron, estan basadas en la indagacion de informacion mediante el uso de buscadores
cientificos como: Scielo, Elsevier, Redalyc, Pubmed, y paginas web como como la pagina
oficial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vy libros digitales. A su vez su
contenido fue revisado y analizado para su correspondiente sintesis sobre el tema

involucrado en la investigacion.

Procesamiento Estadistico

En este estudio bibliografico se recolectaron datos cualitativos y cuantitativos de los
diferentes documentos cientificos, a su vez el contenido fue analizado y seleccionado, para
la incorporacidn de informacion, Ademas, para la interpretacion de resultados se calcularon

promedios y se mostraron en tablas.

Consideraciones Eticas

Al tratarse de un proyecto de revision bibliografica no fue necesario la certificacion de un
comité de ética, ya que no se trabajé con seres humanos, muestras biolégicas, animales o

plantas, de manera que se respetaron los principios éticos en la investigacion.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

}

¢Cuales son las técnicas y métodos de
diagnostico aplicadas en los laboratorios
para la
Cromoblastomicosis?

deteccion de la )

A\ 4

Busqueda de fuentes de informacion

\ 4

Base de datos cientificas:

Scielo, Medigraphic, PubMed, Elsevier,
ProQuest, Springer, Redalyc, Revista
Dermatoldgica, Qhalikay.

Otros:

Libros digitales, Repositorios.

Cumple con los criterios de inclusion:
Contiene informacion atil  para el
desarrollo del proyecto investigativo,
desde el afio 2012 hasta el 2022, fue
aplicado tanto para articulos cientificos,
libros y repositorios, que contienen
resultados de pruebas de diagndstico de la
Cromoblastomicosis en Latinoamérica, las
cuales son de libre acceso, aportando con
informacion de relevancia para el
proyecto.

A

Objetivo planteado:

Recopilar informacion bibliografica a través de
fuentes cientificas sobre los resultados de
pruebas diagnosticas de la Cromoblastomicosis
en los paises de Latinoamérica.

Palabras claves para la busqueda
bibliografica: Cromoblastomicosis,
Latinoamérica,  diagndstico,  prevalencia,
caracteristicas clinicas, enfermedades

micoticas subcutaneas.

Eleccion  del  idioma: Publicaciones
bibliogréficas en espafiol e inglés.

Articulos seleccionados: 71

Scielo (9), Medigraphic (6), PubMed (20),
Elsevier (4), Proquest (1), Repositorios (2),
Springer (4), Dermatologia (13), Redalyc (2),
OMS (1), Revista Micologica (3), Libros (4),
Qhalikay (1), Manual (1).

A

A 4

Articulos seleccionados: 52

Scielo (8), Pubmed (15), Redalyc (1),
Repositorios  (2), Medigraphic  (6),
Dermatologia (9), Elsevier (3), Springer (3),
Revista Micolégica (3), Qhalikay (1),
Libros (1).

Se desarrollé un anélisis,
parafraseo de la
informacién bibliografica y
cita con normas Vancouver.

Se aplica criterios de inclusion y exclusion para
la seleccion de bibliografia.

L

No cumple con los criterios de exclusion:
Publicaciones cientificas que tienen méas de 10
afios de antigiiedad. Articulos pagados o
bibliografia que no contribuye con resultados
para el desarrollo de la investigacion y datos
cientificos no confiables.

Articulos excluidos: 19

Scielo (1), Pubmed (5), Redalyc (1), Proquest
(1), Libros (3), Dermatologia (4), Elsevier (1),
Springer (1), OMS (1), Manual (1).

!

Los articulos bibliograficos no incluidos en los
resultados del trabajo investigativo.
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CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este proyecto de investigacion bibliogréfica se ha seleccionado las principales fuentes de informacion, encajando con los criterios de inclusion
y exclusion sobre el tema de estudio. La recopilacion de bibliografia esta enfocada en las caracteristicas clinicas, prevalencia, agentes etiologicos,

métodos y técnicas de diagnostico, a partir de la informacidn de publicaciones cientificas. Para el andlisis de resultados se ha recurrido a la

elaboracion de tablas con datos esenciales que describan lo planteado en los objetivos.

Tabla 1: Frecuencia de publicaciones relacionadas al diagndstico microbioldgico de la cromoblastomicosis en Latinoamérica.

] N° de casos Tecnlcz.;\s y r,ne_todos de Frecuencia de Porcentaje de
Paises - diagnostico o o Autores *
notificados A B C D E F publicaciones publicaciones
4;7;15; 17, 18; 19; 27, 28; 29; 30; 34; 50;
Brasil 1143 casos 14 12 1 12 3 5 15 28,9 %
58; 65; 70
Meéxico 636 casos 7 5 - 4 1 2 9 17,4 % 8; 32; 33; 46; 48, 49; 56; 59; 66
Venezuela 585 casos 5 4 1 2 1 2 5 9,6 % 35; 36; 37, 47; 52
Colombia 167 casos 3 4 1 2 1 1 4 7,7% 43; 51; 53; 55
Cuba 319 casos 4 3 2 2 - - 4 7,7% 24; 40; 67, 68
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Costa Rica 153 casos 3 2 - 1 - 1 3 5,8 % 10; 31; 60

Paraguay 82 casos 2 2 - 1 - - 2 3,8 % 38; 39

D'?ﬁﬁil';ﬁgsa 450casos 2 2 - 2 - 1 2 38% 25; 26
Ecuador 34 casos 1 1 - - - - 1 1,9 % 9
Honduras 52 casos - - -] 1 - - 1 1,9 % 44
Panama 8 casos - - - -1 - 1 1,9 % 57
Puerto Rico 7 casos - 1 - 1 - 1 1 1,9% 61
Peru 7 casos 1 1 1 - - - 1 1,9% 42
Bolivia 3 casos 1 1 - 1 - - 1 1,9 % 71
Argentina 4 casos 1 1 - 1 - - 1 1,9 % 69
Guatemala 1 caso 1 1 - 1 - - 1 1,9 % 41
Total 3651 45 40 6 31 7 13 52 100% 52

A: Examen Directo (KOH); B: Cultivo; C: Microcultivo; D: Histopatoldgica; E: Serologia; F: Identificacion Molecular; * Ver Anexo 12




Analisis

En la Tabla 1 se encuentra la clasificacion de 52 articulos bibliogréaficos recolectados en 18
paises latinoamericanos, que a su vez ordeno por el nimero de publicacion que presenta cada
pais, con informacion relacionada al diagnéstico de la CBM. La mayor frecuencia de
publicaciones analizadas fue realizada en Brasil, México y Venezuela, a su vez, son paises

que presentan un alto indice de casos reportados a causa de esta micosis.

En cambio, Republica Dominicana, Cuba, Colombia, Puerto Rico, Per(, Ecuador,
Guatemala, Panama Uruguay y Argentina el porcentaje de caso notificados es menor.
Ademas, cabe mencionar que en la actualidad no existe un registro exacto, sobre el nimero
de casos reportados por esta enfermedad micotica, ya que en el 2017 la OMS la ubicé en el
grupo de enfermedades tropicales desatendidas, como consecuencia de ello, no se lleva un

sistema de registro de casos nuevos.
Discusién

Por su parte, Queiroz et al?®, en su investigacion titulada “Micosis de implantacion en
América Latina” mencionan, que el estado de Parana tiene un alto indice de casos reportados,
seguido por Pard, y Maranhdo. Es necesario resaltar que en Brasil se encuentra la mayor
carga de CBM, el cual notifica alrededor de 1.143 casos en los ultimos afios, esto debe a la
ocupacion que desempefian, el lugar de residencia, condiciones climaticas y el bajo nivel
socioeconémico e higiénicosanitario, estos son escenarios que favorece al desarrollo y

transmision de esta micosis, afectando a la poblacién masculina en una relacion de 5:1.

Santos et al'®, en su estudio sobre “La carga mundial de la cromoblastomicosis” en el periodo
de estudio de 1914 a 2020. Sefala sobre el registro de casos notificados en América latina,
en el pais de Venezuela registra 1.167 casos en la regién noroccidental, de clima célido y
hdimedo como Falcon y Lara, en Republica Dominicana alrededor de 450 notificaciones,
Cuba con 319 casos, Colombia tiene 167 registros, Costa Rica con 153 pacientes

diagnosticados.

Los paises que tienen menor porcentaje de casos reportados es Honduras con 52 casos,
Paraguay alrededor de 82 pacientes, Ecuador registra 34 casos, Panama con 8 notificaciones,

Per( tiene 7 casos, Puerto Rico se ha notificado 7 casos, Bolivia con 3 casos notificados y
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Uruguay con un registro, por su parte, Argentina reporta 4 casos, enfatizan que existe un

reducido nimero de provincias al noroeste de este pais, donde se registra la CBM?,

Santos et al'®, al hablar sobre la topografia de lesiones enfatiza que las extremidades
inferiores son las méas afectadas con el 56,7%, debido a la falta de uso de calzado,
continuando por los miembros superiores el 19,9%, cabeza y cuello tiene un 2,9%, y tronco
con un 2,4%. Son clasificadas en lesiones leves con el 24,5%, moderadas el 43,8%, y graves
alrededor del 31,7%. Se presenta segun su forma verrugosas es 29%, tumorales con 27%, en
placa tienen el 23% vy las lesiones por nddulos con el 12%. Las manifestaciones clinicas mas

comunes es prurito y dolor en el area de la lesion.

Segun el estudio epidemioldgico de micosis subcutaneas por Almeida et al®®, realizada con
21 muestras, 4 pacientes son reportados a causa de la CBM, lo que equivale al 19%, de su
poblacion, el diagndstico se basa en el examen directo (KOH), cultivo, histopatologia.
Cardona et al®®, en su investigacion afirma que la CBM en México representa 6% del total
de micosis subcutaneas, se notifica 1.045 casos y predomina en los estados costeros de

Sinaloa, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Veracruz, Tabasco y Campeche.

En Cuba, Ferra et al®’ y Garcia et al®®, concuerdan que se trata de una enfermedad
cosmopolita, pero resaltan que el continente americano existe un marcado predominio.
Ademas, mencionan que el diagndéstico de la CBM, se basa en tres consideraciones el aspecto
clinico-epidemioldgico, anatomopatoldgico y microbioldgico. Por otra parte, De Tezanos et
al®®, en su articulo presenta 2 pacientes oriundos de Paraguay, se caracterizan por sus lesiones
verrugosas; el diagnostico se basa el examen directo KOH, cultivo, acompafiado de la
histopatologia para su confirmacion. Mientras que, Rojas et al® y Mufioz3®, manifiestan que

la CBM en México es la segunda micosis subcutanea después de la esporotricosis.

Segln su estudio Amadeu et al’®, afirman que Brasil es un pais con alta prevalencia con
CBM, y concuerda con Cardenas et al®” y Raj et al* los cuales sostienen que la evolucion de
esta enfermedad es lenta, e indolora, y enfatizan que el diagnéstico, se basa en las
manifestaciones clinicas, datos epidemioldgicos, acompafiado de la clinica
anatomopatologica, para su confirmacion los examenes de laboratorio utilizados, son los
medios de cultivos y la histopatologia utilizando tincién de hematoxilina-eosina. Ademas,
indica que la CBM es prevalente en México, Brasil y Venezuela, atribuyéndole a las

condiciones climaticas que predominan en las zonas con temperaturas promedio a 24°C.
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Tabla 2: Descripcion de los tipos de pruebas diagndsticas para deteccion de la cromoblastomicosis

Porcentaje de

NO
Prueba Reactivo Caracteristicas Micromorficas Tipo de muestra ) técnica aplicada
autores
por autores
Células muriformes o cuerpos .
Examen - Raspado de piel
o KOH 10- 20% escleroticos, redondeados, color lesionada 45 87,3 %
irecto -
marron. Costras de lesion
Agar Sabouraud dextrosa Colonias de color verde a negras
Cultivo con antibioticos oscuras, superficie plana Frotis del area lesionada 40 80,2 %
(cloranfenicol y actidiona).  aterciopelada, superficie.
Medios de agar Colonias negras, crecimiento en
Microcultivo  (Sabouraud, harina de forma filamentosa adherida al Muestras de la colonias 6 12,0 %
) _ de estudio
maiz). techo del cubreobjetos.
Técnicas histologicas Hiperplasia epidérmica,
) _ (parafina,  formaldehido, hiperqueratosis, células P .
Histopatolégica . B _ , Biopsia  del  tejido 31 57,1 %
tincion hematoxilina muriformes dentro de las células lesionado
eosina). gigantes de Langerhans.
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Citologia

Frotis de aspiracion con

aguja fina y tincion de H-E

Hiperplasia, microabscesos con
cuerpos “escleroticos™ y

Pseudoepiteliomatosa.

e Aspiracion con aguja
fina (FNAC) 1
¢ Biopsia.

2,0%

Serologia

ELISA

Detecta anticuerpos contra el
antigeno somatico de C. carrioni
Detecta anticuerpos 1gG contra el
antigeno  somatico de F.

pedrosoi.

e Suero sanguineo 7 13,4 %

Identificacion

Molecular

PCR (ldentificacion de

cepas)

Amplificacion de segmentos con
cebadores especificos del agente

causante de la CBM.

e Tejidos frescos o
incluidos en parafina
e Suero del paciente

13 25,0 %
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Analisis

Las pruebas de laboratorio utilizadas en el diagnostico de la CMB, se basan en métodos
convencionales y moleculares, las cuales son identificadas a través de las caracteristicas
especificas que muestra cada técnica, la cual se describe en la tabla 2. Segln el analisis
bibliogréafico la técnica mas utilizada en los laboratorios es el examen directo con el 87,3%
ya que, es una prueba sencilla y rapida de realizar, el cultivo se lleva el 80,2% es considerada
como la prueba de oro para identificar al agente etiolégico, la histopatologia que representa
el 57,1%.

Los métodos moleculares son aplicados en un 25,0% aunque tiene una alta sensibilidad son
poco utilizados, debido a su alto costo, la serologia se ubica con el 13,4%, en la actualidad
son muy poca aplicadas, el microcultivo se emplea con el 12,0%, la prueba menos utilizada

es la citologia con el 2,0% debido a que tiene baja sensibilidad para la deteccién de la CMB.
Discusién

Hay et al*®, a través de su estudio realizado a 23 mic6logos, sobre “El diagnostico aplicado
para la deteccion de enfermedades tropicales”, enfatizan que un buen diagndstico se basa en
las caracteristicas clinicas del paciente y en las técnicas de laboratorio aplicadas. Menciona
que el examen directo (KOH) se aplica en un 80%, mientras que el cultivo y la histopatologia
son pruebas confirmatorias y eficaces, por lo se utiliza en un 92%. La identificacion de ADN
se emplea en un 50%, debido al factor econdmico. En el caso de la serologia es la menos
utilizada en un 8%. Ademas, mencionan los tipos de muestra mas utilizada en las pruebas es

el raspado de piel 67%, biopsia por incision 79%, biopsia por escision 42%.

En el estudio realizado en Venezuela por Olivera et al*’ y Domingues et al'®, en sus
investigaciones, sostienen que las lesiones por la CBM son similares a otras enfermedades
micoticas como: esporotricosis, feohifomicosis, tuberculosis verrucosa, por lo que recalcan
la importancia de una correcta evaluacion clinica, a través de los datos clinicos, y tipos de
lesiones. Las pruebas convencionales mas utilizadas es el examen directo, cultivo, y la
histopatologia aplicando tincion de hematoxilina y eosina. Ademas, sefialan que los métodos
de identificacion molecular, al utilizar como muestra un tejido no es recomendado fijarlo en

formalina, ya que para la obtencién del ADN fungico tiene una sensibilidad baja del 67%.
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Sobre el diagnostico inmunologico basado en la serologia e hipersensibilidad de tipo
retardado (DTH), método que en la actualidad ya no es utilizado, Domingues et al®®
mencionan que, en los estudios realizados, mostro una alta sensibilidad del 90% y con una
especificidad del 98,8% para la identificacion de la especie F. pedrosoi. Ademas, asegura
que la técnica de ELISA con el antigeno somatico producido con C. carrionii, tiene una
sensibilidad del 100% para la deteccion de la CBM. Concluye que la técnica de
inmunotransferencia se desarrolla con una fraccion antigénica de 54 kDa purificada

utilizando para la especie de F. pedrosoi, el cual tiene un 96,7% de sensibilidad.

Carrasco et al*® y Rosen et al*, en sus investigaciones realizadas en México, concuerdan que
el diagnostico de la CBM, empieza desde la obtencion de la muestra adecuada, enfatizan que
para el examen directo en KOH, se utiliza el raspado de piel para ver la forma parasitaria del
hongo, a través de microscopia directa de células muriformes. Sin embargo, consideran que
la prueba de oro es el cultivo con agar Sabouraud dextrosa, adicionado antibiéticos como
cloranfenicol y actidiona, para evitar contaminacion del medio. Cafiete eta al*®, aclara que
las caracteristicas fenotipicas, es el método mas eficaz, concluye que la PCR esta compuesta
por dos fases: la amplificacién del ADN fungico y la secuenciacion del segmento de PCR.

En Brasil Queiroz et al® y Morales et al®* concuerdan con el resto de autores, sobre el
diagnostico confirmatorio, que empieza con el examen en fresco (KOH al10-20%), seguido
por los medios de cultivo con antibidticos, ya que esto permite el desarrollo de hongos
melanizados. Sin embargo, recalcan que los métodos moleculares a través de la
secuenciacion molecular del agente fungico empleando de barras rDNA ITS, son los mas

efectivos, por su alta sensibilidad y especificidad.

Por su parte Queiroz et al®®, en el 2016 describe que el examen directo con KOH es el mas
adecuado, por ser un métodos rapido y preciso. Ademas, que tiene una sensibilidad del 90-
100%, sin embargo, menciona que los datos epidemioldgicos son importantes en el historial
clinico del paciente. El estudio realizado Chavan et al®%, en México sefiala que el diagnostico
citoldgico, consiste en la observacion de cuerpos escleroticos, para lo cual se utiliza un frotis
citoldgico de raspado por aspiracion con aguja fina (FNAC) o histopatologia de biopsia;
mencionan ademas que la prueba tiene una baja sensibilidad, ya que los aspirados en su

mayoria son hemorréagicos, provocando pasar por alto lesiones morfoldgicas.
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En Venezuela, Perelli et al®? y Estrada et al®®, en sus estudios hablan sobre la técnica de
microcultivo, mencionan que es aplicado ante la dificultad para determinar las caracteristicas
microscopicas de otros métodos como el cultivo, resaltan que existe dos tipo de técnicas que
pueden ser aplicadas por dilucién o puncion, en la actualidad es poco utilizada, ya que se
recurre con mayor frecuencia al cultivo y la histopatologia, asimismo indican, que la tincion
recomendada, a utilizarse es azul de lactofenol, la cual se adhiere a las hifas y conidios de
los hongos permitiendo asi la identificacion de las especies mediante caracteristicas

microscopicas.

Queiroz!” manifiesta que, para la identificacion de la CBM parte desde la sospecha clinica,
en Colombia, Arenas et al®®, notifican un caso clinico aplicando un diagnostico diferencial,
para descartar un sindrome verrugoso tropical. Las pruebas de laboratorio aplicadas, parte
del examen micoldgico directo, histopatologia aplicando tincién de (H-E), y el cultivo con
agar Sabouraud dextrosa para la confirmacion. Sin embargo, para la identificacion de las

especies se basan en las caracteristicas micromorfoldgica o técnicas moleculares por PCR.

En Panama, Rios et al®’, mencionan que la técnica de ELISA, consiente deteccion de
antigenos o anticuerpos de interés, basado métodos inmunolégicos y enzimaticos. Detecta
anticuerpos 1gG contra el antigeno somatico de C. carrionii tienen una sensibilidad del 100%
y especificidad del 98.9%. Mientras que los anticuerpos IgG contra el antigeno somatico de
F. pedrosoi, tiene una sensibilidad 78% y su especificidad es 83%. Sin embargo, recalca que
la prueba de oro para el diagnostico de la CBM es el cultivo, aunque lo considera con una

sensibilidad es baja.

En Costa Rica, Bienvenu et al®®y Guarner et al®!, enfatizan que la técnica de amplificacion
por PCR estudia la amplificacion del gen permitiendo la identificacion de la especie y la
secuencia del ADN fungico. Mientras que la secuencia genémica, se basa en la comparacion
de la secuencia especifica del producto amplificado a partir de la muestra es Gtil para la
identificacion las especies. Otro método es la espectrometria de masas (MS) de ionizacién
por desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF), es una técnica para la obtencion la

huella peptidica a través de los aislamientos fungicos.
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Tabla 3: Agentes etiologicos con mayor prevalencia causante de la cromoblastomicosis en

los paises de Latinoamérica.

Prevalencia de los agentes etiologicos %
_ o = o &
PAISES g :—';_ % § § %’ Autores
S S = 2
;-:_ é E S § % (Ver Anexo 12)
w © o o
Brasil 737% 20,3 1,5% 21,28, 29, 30,18
19; 65; 58; 70; 4
México 91,8 % - 0,6 % 32; 33; 8; 66,48; 13
Venezuela - - 35;36; 37
Cuba 90,2 % 6 % 24; 68; 67;40; 18
Costa Rica | 93,8 % - 10; 18;31; 60
Colombia 93,3 % - 29; 43; 51
Puerto Rico 90 % - 61
Republica
Dominicana IL0% ) 20,2629
Paraguay 48,0 % 6,3 % - 38; 39
Argentina 90 % - 69
Ecuador 85,0 % - 9; 29
Peru 95 % - 41
Panama 92,9 % - 7,57
Honduras 95,4 % - 7; 44
Guatemala | 93,6 % - - 7, 29; 41
El Salvador | 92,9 % - - 15; 58
Uruguay 95,8 % - 7
Bolivia 95 % - 71
Nicaragua 93,3% - - 7; 29; 58
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Analisis

En la tabla 3 se encuentra la categorizacion los agentes etiol6gicos més frecuentes causantes
de CBM, basados en datos proporcionados por las diferentes fuentes bibliogréficas. Esta
micosis es mas prevalente en zonas himedas y secas, esto se debe a las condiciones
climaticas que favorecen al desarrollo de este hongo. Las especies con mayor frecuencia es
F. pedrosoi, el cual se lo encuentra en &reas humedas. Mientras que C. carrionii, prevalece
en climas semiaridos de América Latina, seguido por los agentes causales poco frecuentes

como P. verrucosa, R. aquaspersa, ya que su porcentaje de reportes es bajo.
Discusion

La investigacion realizada por Gomes et al?” y Coelho et al?® mencionan, que en Brasil el 1
de 196 mil habitantes presentan una infeccion por CBM. Concuerdan que el agente prevente
es F. pedrosoi. A traves del estudio de 123 cepas, concluye que la especie prevalente es F.
pedrosoi, seguidos por F. monophora y F. nubica. Por su parte, Marques et al?®, sintetiza
que este pais tiene un indice alto de casos reportados, en su estudio con 62 muestras el
73.01% es a causa del F. pedrosoi, mientras que C. carrioni es responsable del 27% de casos.
Por su parte, Alvarez et al**, mencionan que, en Honduras la CBM es reportada en los estados

de Coldn, Olancho y Gracias a Dios, el agente causal es F. pedrosoi.

Romero et al®?, corroboran los expuesto en la investigacion por Torres et al?®, enfatizan que
la especie F. pedrosoi, es prevalente en un 90% en paises como Cuba, Ecuador Puerto Rico
y Republica Dominicana y El Salvador, en el caso de Venezuela el mayor nimero de casos
reportados, es en la region noroccidental, y predomina la especie C. carrionii. Taveras et
al?%, seguin su estudio concluye que poblacion que desarrolla esta micosis con el 80% es la
zona rural, en Republica Dominicana afecta mayormente a hombre 73%, con un rango de
edad 60-69 afios. A su vez mencionan que el agente etioldgico prevalente es F. pedrosoi con

un 95.8% en los casos notificados.

En Cuba, Bandino et al**y Garcia et al*, en sus trabajos de investigacion declara que la
CBM es causada por traumatismos en la piel, el agente causal reportado en un 90% es F.
pedrosoi. Rojas et al® y Mufioz®, manifiestan que la CBM en México es la segunda micosis
subcutanea después de la esporotricosis. El agente prevalente es Fonsecaea pedrosoi. Brito

etal®*, es su recopilacion de informacion recalca que la especie mas prevalente es F. pedrosoi
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en un 90% en Latinoamérica. Sin embargo, en Venezuela, predomina el género C. carrionii

sobre todo en climas &ridos como Lara y Falcon.

A su vez Martinez et al*® y Gonzalez et al®®, concuerdan que el 65.1% de micosis registradas
en Venezuela es por la CBM. Ademas, menciona que el 70% de casos reportados provienen
del estado de Lara y Falcon, de tal manera que le atribuyen el 90% de casos provocados por
C. carrionii, convirtiéndole en el agente prevalente. Segiin Wattiez et al®y Aguilar et al*®,
es sus investigaciones realizadas en Paraguay, los géneros aislados es Fonsecae sp,
Cladosporium sp, Phialophora sp, causante de la CBM, concluyen el agente etioldgico
prevalente es F. pedrosoi, con 48% de casos estudiados, mientras que la especie P. verrucosa

se ha aislado en 8% y C. carrionii se ha registrado con un 12%.

Es su revision Queiroz et al’, manifiestan que paises como Costa Rica, Panama, Honduras,
El Salvador, Nicaragua y Guatemala, la CBM es provocado por F. pedrosoi es la especie
mas frecuente con el 95,8%, aunque recalca que han existido reportes causados por C.
carrionii, P. verrucosa, R. aquaspersa, en cantidades inferiores. Soto et al'°, concluyen que
en Costa Rica en el periodo del 2011 al 2013, se reportaron 19 paciente con CBM, el 63%
de las lesiones en miembros inferiores, las especies aisladas fueron F. pedrosoi en un 90%

y C. carrionii se ha registrado en un paciente.

Fernandez et al®, realizaron un estudio sobre la CBM en Ecuador, con archivos del
departamento de Micologia del Instituto de Salud Publica e Investigacion, han registrado 25
pacientes con cromoblastomicosis, el género afectado es hombres con el 100%, ocupacién
la agricultura, 18 pacientes oriundos de la Amazonia, de Morona Santiago y Zamora
Chinchipe. Especies asiladas con el 80% es F. pedrosoi, C. carrionii. presente el 13.3% y R.

aquaspersa igual al 6.6%, concluyendo, que el agente causal predominate es F. Pedrosoi.

Lanz et al*! en su trabajo investigativo asegura que la CBM, se ubica en los primeros lugares
de micosis subcutaneas en Latinoamérica, ademas mencionan, en que Guatemala se ha
identificado F. pedrosoi, como el Unico género en este pais. En el estudio realizado por
Ventura et al*?, refieren casos notificados en las zonas tropicales al norte del Perd,
diagnosticado como agente causal a F. pedrosoi, y Fonsecaea sp. Por su parte, Galvis et al*?,
en su investigacion realizada en Colombia, a través de datos estadisticos, la prevalecia de
esta enfermedad micotica ocupa el 13%: afectando al 40% en el género femenino y 60% en

hombres, la especie causal con mayor frecuencia de reportes es F. pedrosoi.
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Santos et al*® y Cardenas et al*, mencionan que el 80% de casos reportados por la CBM es
causado por Fonsecaea spp. Mientras que, Amadeu et al’®, en su estudio titulado
“Cromoblastomicosis” demostraron que, en pacientes venezolanos la especie mas prevalente
es C. carrionii, mientras que, en México el responsable de casos notificados es F. pedrosoi.
Ademas, sefialan que en Brasil se aislaron dos nuevas especies Cyphellophora y F.

pugnacius, y recalcan que se utilizaron métodos moleculares para su identificacion.

Carrasco et al*® y Cardona et al®®, concuerdan que los agentes etioldgicos responsables de la
CBM son F. pedrosoi, C. carrionii, F. compactum, P. verrucosa y R. aquaspersa. Pero
enfatizan que, en América Latina, los géneros mas aislados son F. Pedroso y C. carrionii.
Por otra parte, Ferra et al®” y Garcia et al® en sus investigaciones realizadas en Cuba,
mencionan que las especies causales responsables de la cromoblastomicosis son Fonsecaea,
Exophiala, Phialophora, Cladophialophora y Rhinocladiella. Sin embargo, encontraron que
F. pedrosoi y P. verrucosa son los mas frecuentes en este pais debido a es una region himeda

lo que permite el desarrollo adecuado de estos géneros.

Queiroz et al®®, en su estudio titulado “Cromoblastomicosis” realizan una comparacion para
determinar el género mas prevalente responsable de la CBM, atribuyéndole el 95,8% a F.
pedrosoi., en paises como México, Costa Rica, Chile, Honduras, El Salvador, Nicaragua y
Guatemala. En el caso de Brasil es F. pedrosoi es el agente mas frecuente, sin embrago,
sefialan que las especies como P. verrucosa y E. spinifera también se han registrado, pero
en menor frecuencia. Por otra parte, al oeste de Panama mencionan sobre una notificacion
de cromoblastomicosis ocasionado por Chaetomium Funicolaen, una nueva especie

registrada.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En la determinacion de frecuencia de publicaciones relacionadas a la CBM en paises
latinoamericanos se contabiliz6 52 de articulos bibliogréaficos. Ocupando el primer lugar
Brasil que cuenta con 15 publicaciones, lo que representa al 28.9% del total de articulos
trabajados, seguido por Mexico con 9 publicaciones lo que equivale al 17.3%, Venezuela
ocupa el tercer lugar con 5 publicaciones igual al 9.6%, por otra parte, Cuba y Colombia
tiene 4 publicaciones con el 7.7%. Los paises con menor numero de publicaciones, se
encuentra Costa Rica con 3 publicaciones lo que corresponde al 5,8%, Republica
Dominicana y Paraguay con 2 publicaciones igual al 3,8%. Mientras que Argentina,
Bolivia, Ecuador, Guatemala, Honduras y Pera tienen 1 publicacion por pais

representando el 1,9% del total de publicaciones en el presente trabajo.

El diagnostico parte con los datos clinicos, el tipo de lesidén y ocupacién del paciente. A
través del analisis de articulos cientificos se concluye que las técnicas mas utilizadas en
los laboratorios son el examen directo con el 87,3% por ser una prueba rapida y
econdmica, como prueba confirmatoria se encuentra el cultivo con el 80,2% es (til para
identificacion de especies etiol6gicas, por otra parte, la histopatologia representa el
57,1%. En el caso de los métodos moleculares son aplicados en un 25,0% a pesar de alta
sensibilidad son poco empleados debido a su alto costo, la serologia tiene un 13,4%, en
la actualidad son muy poca aplicadas, ya que solo detecta anticuerpos de dos agentes
etioldgicos, el microcultivo se emplea con el 12,0%, la prueba menos utilizada es la

citologia con el 2,0% debido a que tiene baja sensibilidad.

La cromoblastomicosis se produce por diferentes especies de hongos dematiaceos, pero
en paises de Latinoamérica, existe una prevalencia del agente causal F. pedrosoi seguido
por C. carrionii, esto se debe a que el habitat natural de estos hongos es la vegetacion y
madera, por tal motivo, la poblacion mas afectada es género masculino que realiza
labores de agricultura. Brasil es el Gnico pais que reportado a las especies F. monophora

y F. nabica como causantes de esta micosis. Paises como México, Cuba, Costa Rica,
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Puerto Rico, Republica Dominicana, Argentina, Bolivia, Colombia, Ecuador, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Panam@, Paraguay, Peru, Nicaragua y Uruguay, se le
atribuye a F. pedrosoi, como el agente etolégico prevalente, ya que estdn ubicados en
zonas humedas. Mientras que, Venezuela es el Unico pais que el agente mas prevalente
es C. carrionii, debido a que es una region semiarida, lo cual ayuda a la adaptabilidad de

la especie.
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ANEXOS



Anexo 1. Histopatologia lesion del tejido coloracion de H-E (observacion de células

furiformes).

Fuente: Cardona M. Gonzalez M. Granizo J. Abordaje terapéutico multiple de la
cromomicosis. Rev. Cent. Dermatol. Pascua. [Internet]. 2017. [Citado 31 de marzo del
2022]. 26(3):96-99. Disponible en: https://www.medigraphic.com/pdfs/derma/cd-
2017/cd173c.pdf
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Anexo 2. Distribucion geografica a nivel mundial de la Cromoblastomicosis.

F. pedrosoi
Phialophora verrucosa

F monphora C. carrionii

F. pedrosoi

F. pedrosoi
>600

Cases

B >s500
= 100-499
[] 50-99
[ ] 10-49
R

1 No reported cases

Fuente: Queiroz F. de Hoog S. Santos D. et al. Chromoblastomycosis. Clin. Microbiol. Rev.
[Internet]. 2017. [Consultado 23 de marzo del 2022]. 30(1):233-276. Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.htmI?tit
le=Click%200n%20image%20t0%20zoom&p=PMC3&id=5217794 zcm0011725740003.j
pg
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Anexo 3. Morfologia microscopica de agente causales de la cromoblastomicosis.

Fonsecaea spp.

Philophora
verrucosa

Cladophialophora
carrionii

Exophiala
dermatitidis

: Rhinocladiella
aquaspersa

Fuente: Queiroz F. de Hoog S. Santos D. Cromoblastomicosis. Revistas ASM Resefias de
microbiologia clinica. [Internet]. 2016. [Citado 12 de abril del 2022]. 30(1): 233-276.

Disponible en: https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/CMR.00032-16
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Anexo 4. Sitios de lesiones en el cuerpo por la Cromoblastomicosis.

A Distribution by affected sites in the body B Severity of the disease

Face and neck

Mild
4.3% \
0
238 out of 24.5%
5,555 cases
. 83 out of
Trunk Upper limbs 338 cases
,, B
3.3% 19.9% Moderate
180 out of 1,120 out of
5,476 cases 5,634 cases +—43.8%
Buttocks 148 out of
338 cases
1.6%
89 out of Lower limbs Severe
5,639 cases "\
31.7%
3,197 out of 107 out of
5,639 cases 338 cases

Fuente: Santos D. Azevedo C. Vicente V. et al. La carga mundial de la
cromoblastomicosis. PL0S. Negl. Trop. Dis. [Internet]. 2021. [Consultado 23 de marzo del
2022]. 15(8). 1-26. Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.htmI?tit
le=Click%200n%20image%20t0%20zoom&p=PMC3&id=8360387_pntd.0009611.9003.jp

g
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Anexo 5. Caracteristicas microscopicas y aspectos clinicos de la cromoblastomicosis.

A: Lesion cubierta por punto negro; B: Las células muriformes en preparacion himeda; C:

caracteristicas macroscépicas de las colonias; D: aspectos micromorfolégicos.

Fuente: Queiroz F. Cromoblastomicosis: Una Enfermedad Tropical Desatendida. Rev. Inst.
Med. Trop. Sdo Paulo. [Internet]. 2015. [Citado 26 de marzo del 2022].57(19):46-
50. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4711190/figure/f02/
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Anexo 6. Caracteristicas macromorfolégicas de los agentes etoldgicos de

cromoblastomicosis.

mnlsmo Macromorfologia (medio Sabouraud a 25-28°C)

Vellosas, aterciopeladas,

Fonsecaga 3-4 PSS limitadas, surcos y Negro-ocre
pedrosoi negras FEE
radiaciones
Cladophialophora Venca Planas radiadas, vellosas y :
2-3 0scuro o Negro difuso
carrionif : aterciopeladas
grisaceo
Phialophora Verde Planas, limitadas, vellosas, ;
34 oscuro o Negro difuso
verrucosa aterciopeladas
negro
Rhinocladiella 3.4 o:::f:o Planas, limitadas, vellosas, Nearo difuso
aquaspersa aterciopeladas g
negro
1-2 Levaduriformes,
Exophiala Negras cremosas, Iir_nitadas, poco NA
dermatitidis acuminadas
3-4 Negras Vellosas, aterciopeladas  Negro difuso

Fuente: Procedimientos de Microbiologia General. Direccién de Bromatologia de Neuquen.
[Internet]. 2020. [Citado 04 de abril del 2022]. 1-28.Disponible en:
https://www.saludneuquen.gob.ar/wp-content/uploads/2021/08/ANAL-005-Microbiologia-

general.pdf
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Anexo 7. Técnica de sembrado por estrias.

|
|

—

\

lr A | / S /B \ '..
\ 1 / ' L) "', ¥ ",
"' 3 J l' Y ‘ \ . ') -'
'\‘ "\ ': y y I ” / ..'n .‘; ."'
p L ! ).._- R )
< 4 el ~
. 1! THIRTS DEcmmacin i ...-h Jt\;la.lut. u |

{ aga (1 1" estria - AR / l Iima discmuinncibs
(2° estria) (5" estrn) (4" estria)

Fuente: Procedimientos de Microbiologia General. Direccion de Bromatologia de Neuquen.
[Internet]. 2020. |[Citado 04 de abril del 2022]. 1-28.Disponible en:
https://www.saludneuguen.gob.ar/wp-content/uploads/2021/08/ANAL-005-Microbiologia-
general.pdf

Procedimiento

1. Setoma la caja de Petri en la palma de la mano y ligeramente inclinada; con la mano
contraria, se manipula el asa de argolla previamente esterilizada y con ella se recoge el
material de cultivo, para colocarlo en un &rea periférica de la caja haciendo
movimientos circulares para homogeneizar el indculo.

2. El asa debe ser nuevamente flameada y enfriada en un lateral del agar (procurando no
dafiarlo); a continuacion, se realiza una estria partiendo de la primera y arrastrando los
microorganismos presentes en ella hacia el extremo contrario de la superficie del agar.
Se debe procurar que, en cada seccidn de la caja, las estrias queden trazadas con mayor
separacion.

3. Repita el paso 2, por tres veces, recordando flamear y enfriar el asa cada vez que
culmine una estria y solo tocar con el asa la estria inmediatamente anterior, con el
objetivo de ir reduciendo la carga microbiana arrastrada por la argolla. Finalmente se

esteriliza el asa antes de descartarla.
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Anexo 8. Técnica de microcultivo por puncién de cultivo de hongo.

Fuente: Estrada G. Ramirez M. Micologia General. [Internet]. En: Castafio M. Editor. 1ra
edicion. Editorial Universidad Catolica de Manizales. 2019. [Citado 24 de mayo del 2022].
101-107. Disponible en: https://www.ucm.edu.co/wp-

content/uploads/2021/03/Micologia general.pdf

61


https://www.ucm.edu.co/wp-content/uploads/2021/03/Micologia_general.pdf
https://www.ucm.edu.co/wp-content/uploads/2021/03/Micologia_general.pdf

Anexo 8. Procedimiento de microcultivo mediante diluciones.

Fuente: Estrada G. Ramirez M. Micologia General. [Internet]. En: Castafio M. Editor. 1ra
edicion. Editorial Universidad Catolica de Manizales. 2019. [Citado 24 mayo del 2022]. 101-
107. Disponible en: https://www.ucm.edu.co/wp-

content/uploads/2021/03/Micologia general.pdf
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Anexo 9. Esquema del procedimiento de la tincion de azul algodon de lactofenol para la

observacion de estructuras fangicas.

Fuente: Lopez L. Hernandez M. Colin C. et al. Las tinciones basicas en el laboratorio de
microbiologia. Investigacion en Discapacidad. [Internet]. 2014. [Citado 30 de marzo del
2022].  3(1):10-18. Disponible en:  https://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-
2014/ir141b.pdf
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Anexo 10. Esquema de procedimiento histoldgico.

TECNICAS HISTOLOGICAS

TOMA DE o COLORACION
@) \westras CONST|‘°*N DE: ®| “yrivaien
|
Se pueden obtener muestras Q ACLARAMIENTO
bajo diversos métodos: Los cortes son
— 7 El tejido se sumerge en un adheridos al
- Biopsia, necropsias, liquido para volverlo portaobjeto
improntas transparente. Mayormente se
utiliza: El xilol
@ FIJACION e -
INCLUSION 7
Proceso que se obtiene mediante el -
empleo de sustancias quimicas. Por Para cibtener cortes delgados, Laesu'uctl.lra adqulere un
ejemplo: formaldehido al 37% el tejido se sumerge en una color bajo la accion de la
sustancia firme (parafina) : - sustancia utilizada con el

Conservar la estructura

fin de

\

Permite del tejido para realizar Adgquieren consistencia
el tratamiento ulterior y dureza formando un Ser distinguido
blogue homogéneo £ por el
3| pEsHDRATACION - microscopio
6 MICROTOMIA 8
Luego que la vaeciua e fijada se ( OBTENCION DE CORTES) MONTAIJE
debe deshidratar para evitar la \
deformacion morfologica del ) ) i :
tejido. E;"&ﬂg:g:::"i;";:ﬁgi Z?Zn;r La muestra pasa por xileno o
Ase s o s o e s
Alcohol etilico al 100% agear e iz, preparado permanente.

MICROTOMO

Citotecnologia 2M.Dionimar Alvarado 28.328.847, Katherine De Jongh 28505259 , Natalia Rodriguez 28219882, Andrea D’ Santiago 27726256.
Referencias: Ross Michael. Histologia: textos y atlas color con Biologia Celular y Molecular.6* edicion. Buenos Aires: Medica Panamericana. 2012.

Fuente: Técnicas Histoldgicas. Universidad de Carabobo (UC). [Internet]. 2018. [Citado 25
de mayo del 2022]. Disponible en: https://www.docsity.com/es/tecnicas-histologicas-

esguema-resumido-y-preciso-de-las-tecnicas-histologicas-utilizadas-para-el-estudio-

mediante-microscopia-optica-o-electronica/5039963/
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Anexo 11. Procedimiento de técnica de PCR.

Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR duplex para la identificacion de F.
pedrosoi. Carril 1, escalera de ADN de 100 pb; carriles 6, 9y 13, R. aquaspersa, P. verrucosa

y C. carrionii, respectivamente; otros carriles, F. pedrosoi.
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Fuente: Sueli T, Curya A. Martins L. at el. Rapid identification of Fonsecaea by duplex
polymerase chain reaction in isolates from patients with chromoblastomycosis. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease. [Internet]. 2007. [Citado 01 de junio del 2022]. 57:

267-272. Disponible en: https://sci-
hub.se/https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2006.08.024

Procedimiento:

Extraccion de ADN

1.
2.
3.

Cultivo de cepas en caldo de extracto de malta al 2% durante 14 dias a 30°C. Extraccién de ADN.
Cultivo de cepas en caldo de extracto de malta al 2% durante 14 dias a 30°C. Extraccion de ADN.

Se transfiere 500mg de masa celular y un porcentaje de perlas de vidrio a tubos de 1,5mL y 500AL de
tampon de extraccion (L0mmol/L Tris—HCI [pH 8,0], Immol/L EDTA [pH 8,0], 1 % de sodio se afiade
sulfato de dodecilo y 100ug/ml de proteinasa K).

Se agitan las muestras en vortex y se incuban en un bafio de agua a 37°C por 1h.

Adicionar 200ul de 5,0mol/L NaCl, incubar los tubos en un bafio de agua a 65°C durante 10 min.
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Afiadir 100 AL de solucién de CTAB al 10%/NaCl al 4,1%; agitar los tubos en vortex e incubar en
bafio de agua a 65°C por 20 min.

Se agrega RNasa (10mg/mL), incubar los tubos a 37°C durante 2 h.

Extraer las muestras con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, [v/V]).

Precipitar el ADN con isopropanol frio durante 30 min, enjuagar dos veces con etanol al 70% enfriado

con hielo y secar a temperatura ambiente.

10. Reconstituir en tampon 50 AL TE (1mol/L Tris-HCI [pH 8,0], 0,5 mol/l de EDTA [pH 8,0]).

PCR duaplex

1. LaPCR duplex se realiza utilizando una plantilla de 200ng ADN, cebadores universales de 5mmol/L
(ITS1e ITS4).

2. Cebadores directos (TSAL, 5V-TTACTAGACCTCAGTTGCTTC-3V) e inversos (TSAS: 5V-
GAATAAAATCACTTAGACATTG-3V) especificos de 10mmol/L, 200mmol/L desoxinucle6tido
Mezclar el trifosfato, 2U ADN polimerasa y 1 tamp6n de reaccién.

4. Los ensayos de PCR se llevan a un termociclador a una temperatura de 96°C por 4 min; 30 ciclos de
94°C por 1 min, 58°C por 1 min'y 72°C por 1 min 30 s.

5. Laextension a 72°C por 10 min. Para finalizar se analiza por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Secuencia ADN Cepas: (Fonsecaea, C. carrionii, Cladophialophora bantiana, R. aquaspersa,

Exophiala dermatitidis, E. spinifera, Exophiala jeanselmei y P. verrucosa).

1.

La region ITS1-5.8S-1TS2 del ADN ribosomal amplificado por PCR utilizando cebadores universales
ITS1 (BVTCCGTAGGTGAACCTGCGG-3V) e ITS4 (5SVTCCTCCGCTTATTGATATG-3V).
Secuenciacion directa de los amplicones de PCR se realiza con un terminador.

Las secuencias de ADN se editan y se estudian las secuencias de ADN y se preparan cebadores
especificos para F. pedrosoi.

Los cebadores universales ITS1 e ITS4 permiten la deteccion de una banda de 644 pb por PCR duplex
en todas las especies aisladas de hongos dematiaceos.

La PCR duplex genera un producto especifico de 117 pb en muestras de ADN en la especie de

Fonsecaea, a su vez, este se encuentra ausente en las muestras de ADN de otros hongos dematiaceos.
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Anexo 12. Publicaciones bibliogréaficas referentes a la cromoblastomicosis en Latinoamérica.

N° Pais Autor Afo Titulo
1 México Romero et al 3 2014 Cromoblastomicosis en México.
_ ) Mycoses of implantation in Latin America: an overview of epidemiology, clinical
2 Brasil Queiroz et al % 2012 _ . _ _
manifestations, diagnosis and treatment.
3 Brasil Queiroz 7 2015 Una Enfermedad Tropical Desatendida
4 México Rojas et al 8 2019 Cromoblastomicosis en México. Una enfermedad olvidada.
) Molecular  diversity  of Cladophialophora  carrionii in  patients  with
5 Venezuela | Gonzélez et al % 2013 o
chromoblastomycosis in Venezuela.
_ Epidemiologia Molecular de Agentes de Cromoblastomicosis Humana en Brasil con
6 Brasil Gomes et al %’ 2016 o _
la Descripcion de Dos Nuevas Especies.
] Las micosis en Venezuela: casuistica de los Grupos de Trabajo en Micologia (1984-
7 Venezuela | Martinez et al % 2013
2010).
8 Costa Rica | Soto et al *° 2014 Cromoblastomicosis: Situacion En Costa Rica.
9 Cuba Garcia et al 4° 2022 Diagndstico etioldgico y epidemiologia de la cromoblastomicosis.
10 | Colombia | Estrada et al 3 2019 | Micologia General
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Prevalencia de infecciones fungicas en centros hospitalarios de Monteria-Cérdoba,

11 | Colombia | Galvis et al*? 2020 _
Colombia.
12 | CostaRica | Garciaetal 3 2016 | Cromoblastomicosis Cutanea.
o Afectacion cutanea en las micosis profundas: una revision de la literatura. Parte 1:
13 México Carrasco et al * 2016 o )
micosis subcutaneas.
_ _ Revision de los agentes etioldgicos, la relacion microbio-huésped, la respuesta
14 Brasil Dominguesetal ¥ | 2021 | o R _ o
inmunitaria, el diagnoéstico y el tratamiento en la cromoblastomicosis.
15 Brasil Queiroz etal 2017 Chromoblastomycosis.
Republica _
16 o Torres et al ® 2012 | Chromoblastomycosis.
Dominicana
17 México Mufioz et al 3 2021 | Cromoblastomicosis pseudotumora.
18 | Venezuela | Oliveraetal # 2018 Infecciones fungicas cutaneas profundas: Revision de la literatura.
_ ) Cromoblastomicosis: actualizacién etioldgica, epidemiolégica, clinica, diagnostica
19 Brasil Brito et al 3 2018 _
y de tratamiento.
_ Las consecuencias dermatologicas infecciosas y no infecciosas de las inundaciones:
20 Cuba Bandino et al % 2016
un manual de campo para el proveedor que responde.
21 México Rosen et al *° 2016 | Chromoblastomycosis.
) Cromomicosis: casuistica del Servicio de Dermatologia del Hospital Nacional,
22 Paraguay Wattiez et al % 2017

periodo 1991- 2015.

68



Inhibicion de microorganismos causales de infecciones subdérmicas por plantas

23 | Guatemala |Lanzetal* 2012 _ o
nativas de uso medicinal.
) ) Un estudio clinico-micoldgico sobre casos sospechosos de cromoblastomicosis:
24 Brasil Raj et al * 2015 ) o _
desafios en el diagnostico y manejo.
25 | Venezuela | Martinez et al ¥’ 2017 | Cromoblastomicosis auricular.
Renbli Aspectos clinicos y epidemioldgicos de pacientes diagnosticados con
epublica o ) o . o )
26 Domin Taveras et al 2 2021 | Cromoblastomicosis en el Instituto Dermatoldgico Dominicano y Cirugia de Piel
ominicana
“Dr. Huberto Bogaert Diaz” en el periodo enero 2009 — diciembre 2019.
_ Clinical, epidemiological and mycological report on 65 patients from the Eastern
27 Brasil Avelar et al 1° 2012 S _
Amazon region with chromoblastomycosis.
o B Las levaduras negras: una actualizacion en la identificacion y diagndstico de
28 México Cariete et al >° 2018 _
especies.
Micosis y nocardiosis de implantacion: esporotricosis, cromoblastomicosis,
29 Paraguay | Aguilar et al ¥ 2020 | micetoma y nocardiosis. Casuistica del Laboratorio Central de Salud Publica,
Paraguay, periodo 1997-2019.
30 Ecuador Fernandez et al ° 2015 Cromoblastomicosis en el Ecuador.
_ Perfil clinico y demografico de la cromoblastomicosis en un servicio de referencia
31 Brasil Marques et al 3 2015

del medio oeste del estado de S&o Paulo (Brasil).
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32 México Chavan et al *® 2013 Diagnostico citologico de cromoblastomicosis.
Identificacion molecular y perfiles de susceptibilidad antifingica de cepas clinicas
33 Brasil Coelho et al 28 2018 | de Fonsecaea spp. aislado de pacientes con cromoblastomicosis en Rio de Janeiro,
Brasil.
34 Cuba Ferra et al ¢ 2017 Cromoblastomicosis. Informe de un caso con localizacién atipica.
35 Brasil Queiroz et al %8 2016 Cromoblastomicosis
) Micosis superficiales en atletas de la Facultad de Ciencias de la Educacion,
36 | Venezuela | Perellietal % 2012 o
Universidad de Carabobo
37 Brasil Santos et al 8 2021 La carga mundial de la cromoblastomicosis.
38 México Cardona et al °° 2017 | Abordaje terapéutico multiple de la cromomicosis.
39 Colombia | Morales et al ! 2018 | Métodos de diagnostico en micologia.
40 Colombia | Arenas et al *®° 2016 | Sindrome verrugoso tropical.
41 Brasil Queiroz et al *° 2017 Micosis endémicas desatendidas.
El diagndstico de enfermedades tropicales desatendidas fungicas (ETD flungicas) y
42 México Hay et al 2019 | el papel de la investigacion y las pruebas de laboratorio: un informe de consenso de

expertos.
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43 Cuba Garcia et al 8 2020 Diagndstico microbioldgico en un paciente con cromomicosis.
_ _ Epidemiologia de las micosis subcutaneas en un servicio publico de referencia
44 Brasil Almeida et al ®° 2020 o ) _
dermatoldgica en Fortaleza, Ceara, Brasil.
45 | Puerto Rico | Guarner et al 2012 Diagndstico histopatologico de las infecciones fungicas en el siglo XXI.
) ) Micetoma y cromoblastomicosis: perspectiva para la mejora del diagnostico
46 | CostaRica | Bienvenu etal ® 2020 _ _
mediante biomarcadores.
47 Brasil Amadeu et al 2018 Cromoblastomicosis: experiencia clinica y revision de la literatura.
48 Panamé Rios et al °’ 2012 | ELISA y sus aplicaciones en dermatologia. Dermatologia.
] Cromoblastomicosis: caracteristicas clinicas y microbiologicas de una enfermedad
49 Per( Ventura et al 42 2017 _
desatendida.
50 Bolivia Céardenas et al 2015 Cromomicosis: A Propdsito de tres casos.
51 Honduras | Alvarez et al 4 2014 | Cromoblastomicosis en placa superficial.
52 Argentina | De Tezanosetal % | 2015 Cromoblastomicosis: una nueva propuesta terapéutica.
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