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RESUMEN

CARACTERIZACION DE LOS SUELOS DE UNA FINCA UBICADA EN EL
MUNICIPIO MONTALBAN COMO ASOCIACION EPIDEMIOLOGICA DE
PARACOCCIDIOIDOMICOSIS

Autores: Mayra Barranca, Nancy Robles y Fernando Salvatore.

Tutor: Lic. Yudith Elizabeth Angulo

Asesor: Prof. Emilia Barrios

Realizado en el Laboratorio de Practicas Profesionales de Bacteriologia de la
Universidad de Carabobo.

Las micosis sistémicas son enfermedades que originan lesiones en cualquier parte
del cuerpo, pero ataca con preferencia los pulmones, ganglios linfaticos, piel,
mucosas y glandulas suprarrenales. Son producidas especialmente por hongos
dimérficos, uno de estos hongos es Paraccoccidioides brasiliensis quien es comun en
los suelos acidos de zonas que presenten un clima templado o calido. La infeccion
por este hongo puede ser adquirida por ingestion o por inoculacion de material
contaminado con el mismo. A fin de conocer las caracteristicas del suelo donde este
hongo patégeno pueda sobrevivir se realizd un estudio de tipo no experimental de
corte transversal, y de campo en la finca El Triunfo del Querer ubicada en el
municipio Montalban del estado Carabobo cuyas caracteristicas ambientales
coinciden con las condiciones necesarias que han sido implicadas para el desarrollo y
supervivencia del microorganismo. Se analizaron 90 muestras de suelo de la zona, las
cuales fueron cultivadas en medio Micosel a 37°C y a temperatura ambiente.
Encontrandose una prevalencia del 50% de los tubos con Mucor spp. Causante de
Zigomicosis; y otros hongos productores de micotoxinas como Aspergillus Niger
5.6% (Aflatoxinas), Fusarium spp 2.2% (Tricotecenos, zearolenona, fumonisinas), y
Dematiaceos 20% (Aflatoxinas). No se logro aislar Paracoccidioides brasiliensis, 1o
que sugiere la posibilidad de que la zona de Montalban a pesar de poseer condiciones
favorables para la existencia de este hongo pueda presentar algin inhibidor no
controlado o que las cantidades de nutrientes en el suelo sean insuficientes como
para ofrecer un habitat de reservorio para el mismo no asi para otras especies como
Mucor spp que ocasiona una infeccidn micdtica que se presenta principalmente en
personas con trastornos inmunoldgicos.

Palabras Clave: Paracoccidioides brasiliensis, micosis sistémicas, Zigomicosis
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INTRODUCCION

Las micosis sistémicas son enfermedades generalmente producidas por hongos
dimorficos, que en ocasiones viven saprofitamente, en forma de hongo filamentoso,
en areas geograficas definidas y que una vez que ingresa al sistema respiratorio del
hospedador, vive en forma parasitaria, bajo la morfologia de levadura. Su ingreso al
hospedero provoca una primoinfeccion, que puede progresar hacia distintas

situaciones clinicas segun el estado inmunolégico del mismo (Iovanitti, 2001).

Los factores esenciales en el desarrollo de una micosis sistémica estan dados
por la relacién hongo-huésped, es decir, por los mecanismos de defensa y resistencia
que pueda ofrecer el huésped contra los factores de virulencia que pueda desarrollar
el hongo una vez instalado en un tejido sano o debilitado, pudiéndose instalar una
infeccion oportunista en personas con desoérdenes metabolicos, discrasias sanguineas
0 que estan recibiendo drogas antibacterianas y/o esteroides los cuales son mas
susceptibles a las infecciones por hongos que los individuos sanos. Dentro del grupo
de micosis de instalacion primaria pulmonar o de probable origen pulmonar, se
describen a la Histoplasmosis, Paracoccidioidomicosis, Blastomicosis, Aspergilosis y
Criptococosis entre otras. El ataque de los hongos oportunistas y patégenos encuentra
como vias favorables las heridas de la piel y los conductos naturales de comunicacion
externa como son: boca y nariz, para que en tiempos variables de incubacion
produzcan infecciones que en algunos casos conducen a un desenlace fatal o impidan

la actividad normal del individuo (Casas, 1994).

La Paracoccidioidomicosis (PCM), es una micosis profunda sistémica, cronica,
granulomatosa, causada por el hongo dimorfo térmico, Paracoccidioides

brasiliensis (Serrano, 2001). Esta micosis sistémica origina lesiones en cualquier



parte del cuerpo, pero ataca con preferencia los pulmones, ganglios linfaticos, piel,
mucosas y glandulas suprarrenales (Restrepo, 1996; Maldonado, 2001; Restrepo y
col., 2004; Rezusta y col., 2006)

Paraccoccidioides brasiliensis (P. brasliensis) es comtin en los suelos de
cultivo y cria de ganado. La infeccion por este hongo puede ser adquirida por
ingestion o por inoculacion de material contaminado con el hongo, principalmente a
pacientes del sexo masculino que realizan trabajos que requieran contacto directo con
la tierra, asi como también a inmigrantes de zonas endémicas o excursionistas. De
estos se conoce que los tnicos hospederos del P. brasiliensis conocidos hasta ahora
son el hombre y el armadillo Dasipus novencinctus (Restrepo, 1996; Corredor y col.,
1999; Cavallo, Diaz y Jiménez, 2001; Negroni y Muiiz, 2003).

En el mismo orden de ideas, la distribucion geografica de la
Paracoccidioidomicosis se restringe a América Latina, especialmente Brasil,
Colombia, Venezuela y Argentina (San Blas, 1993; Restrepo, 1996; Maldonado,
2001; Serrano y Novoa Montero, 2001; Murray y col., 2002; Arenas, 2003; Miranda
y col., 2003; Negroni y Muiiiz, 2003; Olivero y col., 2003; Tejos y col., 2003), en
donde constituye una de las micosis sistémicas mas prevalentes de la region, y una de
las micosis profundas sistémicas mas frecuente en Venezuela (Revidkina y col 2002).
Los estados en los cuales se han diagnosticado el mayor numero de casos autdoctonos
son: Carabobo, Lara, Monagas, Miranda, Aragua y Distrito Federal. Durante los
ultimos 14 afios se han reportado 88 casos en el Estado Carabobo, 8 de los cuales son
provenientes del Municipio Montalban (Olivero y col., 2007). Este municipio
presenta una superficie de 145 Km” a 670m sobre el nivel del mar, comprendida en
su mayoria por caserios, haciendas y zonas de cultivo, presentando una temperatura
que oscila entre 22 y 24°C. Tales caracteristicas se encuentran directamente
relacionadas con el habitat descrito de zonas donde ha sido aislado el agente causal en
otras oportunidades. Los datos epidemiologicos en Venezuela no son exactos, pues no

se trata de una enfermedad denunciable, por no ser considerada desde el punto de
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vista epidemiologico por el Ministerio de Salud como un problema de salud publica.
La casuistica se basa fundamentalmente en el acopio de casos publicados (Albornoz,

1996).

Los primeros sintomas que presenta el paciente con Paracoccidioidomicosis
son: tos, fiebre, sudoracidon nocturna y pérdida de peso injustificada, el primer érgano
infectado es el pulmon, y por medio del esputo empiezan a aparecer y evolucionar las
lesiones bucales en forma de ftlceras cronicas dolorosas que no sanan
espontineamente. Estas ulceras tienen la caracteristica tipica de una superficie
granulomatosa purpurea. El sitio de aparicion mas frecuente para estas lesiones son
las encias, pero pueden observarse también en el paladar, lengua y el resto de la
mucosa bucal (Oliveros, 2007). A medida que evolucionan, las tlceras adquieren un
aspecto "de mora" que da a las lesiones un puntillado caracteristico (Scully y de
Almeida, 1992). En etapas avanzadas de la enfermedad, ademas del compromiso
sistémico del paciente por la infeccion pulmonar, se puede observar destruccion Osea
progresiva de los maxilares afectados, lo que da lugar a una recesion gingival con
exposicion de las raices dentarias y pérdida dentaria. La mucosa gingival adquiere
una consistencia blanda, eritematosa y edematosa (Migliari y col, 1998). También
puede haber un compromiso de los tractos digestivo y respiratorio superiores (Do

Valle y col, 1999).

En general los adultos tienden a presentar una lenta evolucion, mientras que en
los adolescentes y sobre todo en los nifios la afeccion progresa rapidamente debido
posiblemente a que el sistema inmunologico no estd aun bien desarrollado, por lo que
se disemina y puede llevar a la muerte en un lapso de semanas o meses. En los
adultos con mayor predominio en el sexo masculino, el érgano centralmente afectado
es el pulmén. Es frecuente la existencia de muchas lesiones pulmonares las cuales
pueden imitar el aspecto radiologico de la tuberculosis pulmonar (bronconeumonica o
focal) o el de la histoplasmosis pulmonar. En las formas diseminadas pueden aparecer

grandes adenopatias, lesiones ulcerativas ¢ vegetantes en la piel y las mucosas e

-11 -



incluso lesiones generalizadas con ataque a la médula 6sea, las articulaciones y el

higado (Franco y col ,1998).

P. brasiliensis, se comporta como una levadura a 36-37°C y como un moho por
debajo de 26° C. Se desarrolla en zonas que presentan condiciones favorables para su
sobrevivencia, como temperaturas entre 10 y 28°C que se observan en los bosques
tropicales y subtropicales, precipitacion de 500 a 2.500 mm de agua por afio, clima
templado a célido y moderadamente hiimedo, con altitudes entre 47 y 2000 metros
sobre el nivel del mar, abundantes cursos de agua, suelos acidos, con periodos de
lluvia cortos y épocas secas con lluvias esporadicas. (Borregales, Solarte y Garcia,

1999).

La transicion de fase o dimorfismo térmico, como se conoce el fendmeno, es
crucial para el proceso de infeccion. Si por cualquier razon el hongo no consigue
desarrollar la fase patdgena con estructuras redondeadas, el proceso infectivo se
paraliza definitivamente. Por lo tanto, el andlisis de los eventos que llevan al
dimorfismo térmico nos plantea la posibilidad de bloquear el proceso y por ende,
controlar la diseminacion de la enfermedad. Senalando la pared celular como clave en
la determinacion de la morfologia celular fingica y su preservacion vital, pues esta
constituida fundamentalmente por polimeros de azuicares similares, aunque no
iguales, a la celulosa que vemos en el papel, el algodon o las telas no sintéticas y a los
que se llaman con el nombre genérico de glucanes. En los estudios iniciales, como
continuacion a la linea de investigacion de Kanetsuna y Carbonell (citados por
Carmona, 2003), se sugiere la posibilidad de que un polisacarido especifico de la
fase levaduriforme de P. brasiliensis (alfa 1,3-glucan) estuviese ligado a la capacidad
invasora de este hongo patogeno, siendo demostrado también en otros patogenos
fingicos, por lo cual se habla del dimorfismo térmico como fendémeno indispensable

para su patogenicidad (Carmona, 2003).
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En lo que respecta al aislamiento del P. brasiliensis en suelo, solo existen tres
referencias que han podido confirmar este hallazgo, el primero realizado por
Albornoz (1971), quien afirma haber aislado el hongo en tres muestras de suelo de un
total de 87 muestras del area de Paracotos, Edo. Miranda, Venezuela, mediante la
técnica indirecta en ratones de experimentacion. El segundo hallazgo, Negroni en
Argentina para el afio 1976, reporto el aislamiento del microorganismo del suelo. Mas
tarde Ferreira, en Brasil, refiere haber aislado y caracterizado a P. brasiliensis del
alimento de un perro y sefiald6 que probablemente esto se debid a la contaminacion de
dicho alimento con tierra (Borregales y col. 1999). Hasta ahora no se conocen
estudios actuales referidos al hébitat de este agente en ningun otra regién o pais a
pesar de los casos reportados en los ultimos afos. Igualmente en el estado Carabobo,
se desconocen registros de aislamiento del P. brasiliensis en suelos, razén por la cual

el habitat de este hongo sigue siendo una inquietud por resolver (Olivero y col. 2007).

En 1999 Borregales y col., estudiaron el suelo de la poblacion de Monay, Edo
Trujillo en Venezuela, dado que reunia las caracteristicas ambientales descritas y que
han sido implicadas en el desarrollo y supervivencia del microorganismo y por
haberse presentado un caso de paracoccidioidomicosis en esta zona; realizaron un
estudio en los asentamientos campesinos Las Cocuizas y El Macoyal de Monay.
Analizaron los sueros de 79 individuos considerados de alto riesgo para esta micosis
del sexo masculino y oficio relacionado con el contacto estrecho con el suelo y edad
entre los 20 hasta los 70 afos, asi como de los familiares del caso clinico, tres
hombres y dos mujeres. Luego elaboraron preparados con 16 muestras de suelo de la
zona, los cuales fueron cultivados en medio Sabouraud Dextrosa e inoculados a
ratones albinos machos cepa NMRI. La serologia, los cultivos y modelos
experimentales inoculados con la suspension de las muestras de suelos obtenidas en
las zonas de estudio, resultaron negativos. Estos resultados sugirieron la probabilidad
de que la zona de Monay a pesar de poseer condiciones favorables para la existencia

del hongo patégeno en estudio, no sea la reservaria.
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Igualmente Borregales y col., (1999) mencionan que se han realizado intentos
fallidos en el propdsito de aislar, identificar y caracterizar a este hongo a partir de
muestras obtenidas del suelo, lo cual evidencia la dificultad en obtener resultados
favorables en dicha tarea; por otra parte, hay que resaltar que en condiciones de
laboratorio la mayoria de las cepas de P. brasiliensis no son virulentas para una gran
cantidad de modelos animales de experimentacion. Cabe sefialar que dado que no hay
reportes de estudios actuales se sefiala a investigadores como Restrepo quien en
1985 senald la necesidad de inocular gran cantidad de levadura para producir
regularmente infeccién en animales axénicos. Igualmente se conocen estudios de
Naiff (1988) y Vidal (1995), quienes lograron aislar el P. brasiliensis del armadillo
(Dasipus novencinctus) y afirman que este género esta establecido como reservorio

enzootico para el hongo en Brasil (San Blas, 1993; Vidal, 1995).

En estudios recientes San Blas y col, (2002) lograron determinar los
acontecimientos moleculares y bioquimicos que conducian a la transicion
morfologica del P. brasiliensis pues este agente es un modelo favorable para realizar
estos estudios ya que la temperatura parece ser el unico factor que regula este
proceso, remontandose a los genes que controlan la sintesis del glucan, de la quitina
de la pared celular y de otros procesos metabodlicos. En efecto, por intermedio de
estudios de biologia molecular lograron el reconocimiento del P. brasiliensis como
anamorfo en el phylum Ascomycota, orden Onygenales, familia Onygenaceae, el cual

pertenecia anteriormente al phylum Deuteromicota y de clase Hyphomycetes.

Por ser esta una de las micosis profundas con mayor importancia en Venezuela
ha sido objeto de numerosos estudios como el realizado por Olivero y col, durante 14
anos (1992-2005) quienes estudiaron a 2.407 pacientes en el laboratorio de Micologia
de la Universidad de Carabobo (LMUC) utilizando métodos seroldgicos, micoldgicos
e histopatologicos, diagnosticando 97 casos (4,0%) de Paracoccidioidomicosis, la
mayoria se presentaron en el sexo masculino, con edades comprendidas entre 40-50

afios (29,6 %) y en el femenino entre 62-72 afos (37,5%). Los pacientes procedian
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principalmente del estado Carabobo (88/97: 90,7 %) siendo el 9.1% procedentes del
Municipio Montalban teniendo el 88.7% ocupacion de agricultor (Olivero y col,

2007).

Asi mismo otra infeccion oportunista poco frecuente y potencialmente letal, es
la Mucormicosis causada por hongos comunes que con frecuencia se encuentran en el
suelo y entre la vegetacion descompuesta pertenecientes a la familia Mucoraceae, de
la que forman parte los géneros (Mucor, Absidia y Rhizopus) implicados en esta
patologia. La mayoria de las personas estan expuestas a este hongo diariamente, pero
aquellas que tengan trastornos inmunes pueden ser susceptibles a la infeccion. Afecta
principalmente los senos paranasales, el cerebro o los pulmones y se presenta

principalmente en personas con trastornos inmunologicos (Edwards, 1993).

En lo que respecta al aislamiento de hongos patdégenos provenientes de muestras
de suelo cabe sefialar el estudio realizado por Mendoza y col, (2007) quienes aislaron
Soorothrix schenckii de muestras obtenidas del suelo de la Colonia Tovar del estado
Aragua, para ello utilizaron el método directo el cual fue mdas efectivo para el
aislamiento del hongo del medio ambiente, obteniéndose tres aislamientos, y solo uno
por el método indirecto, este ultimo con la ventaja de aislarse en cultivo puro. La baja
eficiencia de aislamiento en el raton pudo estar relacionada con el grado de
contaminacion microbioldgica de la muestra. En este trabajo, el aislamiento de S
schenckii fue relacionado con un caso clinico de Esporotricosis cutanea fija

proveniente de la zona, la cual es considerada como endémica.

El elevado ntimero de diagnosticos serologicos positivos ratificados mediante
estudios micoldgicos y/o histopatoldgicos indica la importancia de esta prueba, la
cual ha sido durante anos la de eleccion en el diagndstico inicial de pacientes con
sospecha de PCM; se ha determinado que tiene alta especificidad y sensibilidad
ubicada entre 65-100 % (Pires y Fabiano, 2000). La prueba intradérmica en referencia

es muy util para definir las areas endémicas de P. brasiliensis, no obstante, la
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positividad de la prueba no necesariamente implica infeccidon activa con el agente
micotico. La prueba puede ser negativa en pacientes con PCM que presenten formas

diseminadas y fases terminales de la enfermedad. (Perdomo y Pérez, 2006).

El material para Examen Diagndstico lo constituyen las muestras proveniente de
humanos tales como costras de la base de las lesiones ulcerosas granulomatosas, pus
de nddulos linfaticos drenantes, esputos, lavado bronquial, jugo gastrico, material de
biopsia. (Albornoz, 1996; Bianchi y col., 2000; Perdomo y Pérez, 2006). Asi como
muestras provenientes del ambiente, como lo son muestras de suelo, agua y vegetales;
el material opaco es tratado con una gota de Hidroxido de Potasio (KOH) 10% o una
mezcla de tinta Parker -KOH a partes iguales para aclarar y tefiir las estructuras. La
preparacion debe ser colocada entre ldmina y laminilla para ser observada al

microscopio con lente de bajo aumento. (Casas, 1994; Perdomo y Pérez, 2006).

En cuanto al cultivo todos los materiales infectados se cultivan en Saboraud
dextrosa agar con reaccion neutra o vecina a la alcalinidad, en tubos e incubados a
temperatura ambiente de 25-30°C. (Bianchi y col., 2000). Otras siembras se hacen
sobre cultivos de agar-sangre, como infusion de carne glucosa agar, Saboraud
dextrosa agar y son incubados a 37°C. A 25°C crece muy lentamente, en general la
colonia aparece en 15 a 25 dias. Puede necesitar diez dias mas para alcanzar un
diametro de 1 cm. El desarrollo de los cultivos “stock” (los permanentes de los cuales
se toman las siembras) es mas rapido (Perdomo y Pérez, 2006). Al transferirlo a Agar
sangre e incubarlo a 37* C., se produce la conversion del microorganismo a la fase de
levadura. Debido a que no se producen conidias caracteristicas a 25°C, para el
diagnostico es indispensable la conversion a la morfologia tipica de la forma de

levadura. (Rippon, 1990; Restrepo, 2003; Perdomo y Pérez, 2006).
A 25°C el hongo crece en forma lenta y produce diversas formas coloniales;

estas pueden ser desde una colonia no vellosa, coridcea, pardusca, plana con algunos

penachos de micelio, aéreo, o una colonia rugosa, plegada, vellosa a aterciopelada, de
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color blanco, rosa y después beige. El color del reverso varia de pardo amarillento a
pardo. A 37°C el micelio se convierte a la fase de levadura, el microorganismo crece
en forma lenta y produce una colonia blanquecina, rugosa, plegada no vellosa.

(Restrepo, 2003; Perdomo y Pérez, 2006).

La morfologia microscopica a 25°C., muestra una variedad de conidias,
ninguna de las cuales es caracteristica de la especie; todos los cultivos producen
clamidoconidias intercalares e hifas en espiral. A 37°C se obtienen elementos
micélicos deformes, de longitud variable, entreverados con células de levadura
simples o con multiples brotaciones. Las levaduras miden de 2 a 30 um o més y son
de forma oval o irregular. Tienen de una a varias yemas redondas de cuello delgado
de tamafio uniforme o variable. (Rippon, 1990 Restrepo, 2003; Perdomo y Pérez,

2006).

El diagnostico de la paracoccidioidomicosis en pacientes procedentes de varios
estados del pais reafirma a los mismos como zonas endémicas de la enfermedad en
Venezuela. El mayor nimero de pacientes procedentes del estado Carabobo se debe,
tanto a la presencia de la micosis en la region como a la ubicacion del LMUC. El
estado Carabobo estd situado en la parte norte-centro del pais y por su territorio
atraviesa de este a oeste el Sistema Montafioso de la Costa, por lo que posee
condiciones ambientales similares a las descritas como favorables para el desarrollo
del hongo. La mayoria de los municipios que lo conforman son de predominio rural y

poseen areas agricolas de extensiones variables (Olivero y col 2007).

Comunmente los pacientes con Paracoccidioidomicosis son referidos a los
centros asistenciales tardiamente pues esta micosis la mayoria de la veces pasa
desapercibida y cuando finalmente se diagnostica el hongo ya ha llegado al
parénquima de los pulmones pudiendo diseminarse por via sanguinea o linfatica a
otras partes del cuerpo (Restrepo, 2004). Por ello surge la necesidad de ampliar los

estudios sobre esta micosis en las dreas cuyas caracteristicas ambientales sean las
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apropiadas para el desarrollo del hongo, ademdas de poseer una poblacion susceptible

de adquirir la misma.

Este estudio permite conocer las caracteristicas de los suelos de una localidad
asociada a casos clinicos de Paracoccidioidomicosis, asi como también la posible
exposicion a otros hongos oportunistas. También permite retomar una inquietud que
aun no ha sido descrita como es, cual es el habitat del P. brasiliensis, por lo cual y por
lo antes expuesto se plantean las siguientes interrogantes.

(Representa el Municipio Montalban una zona reservaria para P. brasiliensis?

(Cudles son las caracteristicas ambientales asociadas a la presencia de

Paracoccidioidomicosis y las condiciones fisicoquimicas del suelo de esta zona?

Objetivo General

Evaluar las caracteristicas del suelo y la presencia del Paracoccidioides
brasiliensis en asociacion epidemioldgica de Paracoccidioidomicosis en una finca del
Municipio Montalban.

Objetivos Especificos
= (Caracterizar el area que presente las condiciones favorables para el crecimiento de
Paracoccidioides brasiliensis en los suelos de una finca del Municipio

Montalban.

» Determinar las caracteristicas de superficie del suelo.
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» Determinar la presencia de Paracoccidioides brasiliensis de las muestras de suelo

del Municipio Montalban a través de cultivos.

» Describir la presencia de otros hongos de interés clinico en la muestra evaluada.
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METODOLOGIA

Tipo de Investigacion

Fue de tipo no experimental de corte transversal, y de campo dado que las
muestras de suelo fueron evaluadas en su contexto natural y los datos fueron
recolectados en un solo momento, en un tiempo Unico, a partir de los cuales se obtuvo
el estudio de las variables determinadas en las muestras directamente del suelo, se
analizd bajo un disefio de bloques al azar completamente aleatorio y con sub
muestreo tomando como factor influyente la temperatura del cultivo (Hernandez,

Fernandez, Baptista, 2003).

Poblacion y Muestra

La poblacion estudiada estuvo constituida por suelos del Municipio Montalban
Estado Carabobo, con pH acido como criterio de inclusion especificamente de areas
de la finca “El Triunfo del Querer” en un area de 60 x 40m lineales Los suelos fueron
divididos en cinco lotes. De cada lote se tomaron cinco muestras de las cuales se
seleccionaron al azar tres muestras por bloque para cumplir con el disefio y a su vez
de cada muestra se hicieron seis submuestras obteniendo asi un total de 90 muestras o
unidades de analisis de suelo del Municipio, que presentaron las condiciones
ambientales apropiadas para el desarrollo del hongo. Las muestras  fueron

recolectadas durante el mes de Mayo del 2008.
Procedimiento de Toma de muestra

Se inicié con la exploracion de la zona y medicion de pH para cumplir los
criterios de inclusion. De cada una de estas muestras se tomaron aproximadamente 2g

de material el cual se coloco en un tubo de ensayo con agua neutra estéril y se le

midi6 el pH con una tira estdndar. Para la caracterizacion de la zona se tom6 como
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criterio de inclusion aquellas zonas cuyo suelo presentd un pH acido que oscilo entre
4 y 6. Una vez seleccionada el area se dividio el terreno en lotes, sefialando los
puntos por muestreo en cada lote, en forma de zig-zag, en cada sitio de muestreo, se
limpio el terreno con una pala y se procedioé a tomar la muestra haciendo un hoyo en
forma de "V" con una profundidad de 4 cm, se procedié a la toma de la muestra en
placas de Petri estériles, y se rotularon segun el nimero de muestras y el area
(Edafofinca, 2008). Luego las muestras se trasladaron al Laboratorio de Practicas
Profesionales de Bacteriologia de la Universidad de Carabobo. Ademas, se realizé un
pool de las veinticinco muestras originales en un balde y se mezclaron hasta
homogeneizar bien la tierra, tomandose 1 Kg. de esta mezcla la cual se transfirio a

una bolsa plastica estéril para el estudio fisicoquimico.

Procesamiento de la muestra para cultivo

En un primer ensayo como prueba de validacion y control de proceso se analizd
un total de 10 muestras por lote en cultivos a temperatura ambiente y a 37°C
tomandose 5 g de muestra de tierra con 5 mL de agua destilada y 3 g de perlas de
vidrio estériles. Los tubos fueron agitados durante 1 minuto en vortex, y se dejaron
reposar durante 20 minutos. Pasado el tiempo 0,5 mL se inocularon en los tubos de
ensayo de 20 cm x 22 cm con medio de cultivo Sabouraud Dextrosa Agar con
Cloranfenicol (en cufia) y 0,5 mL para el examen directo con hidréxido de Potasio al
10%. Los cultivos se estudiaron desde el punto de vista macroscopico y microscopico

(Rippon, 1990)

El procedimiento de cultivo para andlisis se realizo en el medio Micosel (en
cufia). Se utilizaron noventa tubos de ensayo de 20 cm x 22 cm para un total de 6 por
cada muestra. Antes de inocular se mezcld en un tubo de vidrio estéril 5 g (pesados
en balanza digital) de muestra de tierra, con 5 mL de agua destilada y 3 g de perlas
de vidrio estériles. Los tubos fueron agitados durante 1 minuto en vortex, y se dejaron

reposar durante 20 minutos. Pasado el tiempo, 1 mL de sobrenadante fue tomado de
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cada tubo de ensayo con pipetas estériles (Mendoza, 2007), del cual 0,5 mL se
emplearon en el examen directo con hidroxido de Potasio al 10% y 0,5 mL se
inocularon en los tubos con medio de cultivo y llevados cuarenta y cinco a
temperatura ambiente 25° C representando el grupo A y cuarenta y cinco a 37 °C
representando el grupo B durante cuarenta y cinco dias antes de ser descartados como
negativos. Se proces6é control de esterilidad y control de fertilidad del medio tratado
asi como control ambiental dada las condiciones del laboratorio bajo el mismo
esquema de los cultivos de prueba y se realizd la lectura y caracterizacion de las
colonias microscopica y microscopicamente. El recuento de la primera lectura fue

realizado a una semana de cultivo para el analisis estadistico.

Preparacion del Medio de Cultivo Agar Sabouraud Dextrosa con Cloranfenicol

Se resuspendieron 65,5 g del medio comercial en un litro de agua destilada y se
llevo a ebullicion. Se dejo en el autoclave durante 10 minutos a 121°C para esterilizar
evitando el sobrecalentamiento que afectaria a la gelificacion. En la cdmara de
extraccion se distribuyeron en tubos de baquelita estéril dejandolo enfriar y una vez
solidificado el medio se colocaron los tubos durante 24 horas en la estufa de cultivo a
37 °C, pasado este tiempo se observaron los tubos, desechando los que presentaron

contaminacion.

Método de Microcultivo:

El preparado de microcultivo (también conocido como cultivo en portaobjeto)

se realizd de la siguiente manera:

En la superficie de una caja de Petri se coloc6 un pedazo de papel de filtro y dos
varillas de vidrio, cortadas de un tamafio adecuado. Se colocd una lamina portaobjeto
sobre las varillas y se esterilizd, cortandose con una hoja de bisturi un pequefio

bloque de agar papas vertido previamente en una caja de Petri con una profundidad
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de 4 mm., con el mismo bisturi estéril se coloco el bloque de agar sobre la superficie
del portaobjeto. Con un asa 6 aguja estéril se removid porciones pequenas de la
colonia de hongos y se inocularon en cuatros cuadrantes del bloque de agar, luego de
la inoculacion, se colocd un cubreobjeto estéril sobre la superficie del agar

controlando que el papel estuviese humedo y se incubo.

Se examinod el montaje periddicamente para determinar si la colonia maduro y
estaba lista para ser observada microscopicamente. Una vez evidenciado el
crecimiento, se retir6 cuidadosamente el cubreobjetos con pinzas estériles y se coloco

en una lamina portaobjetos con una gota de lactofenol azul (Cardona, 2007).

Analisis fisicoquimico

Un pool de muestra de los cinco lotes de aproximadamente 1 Kg. se empled en
la caracterizacion fisicoquimica del suelo, y fue enviado al Laboratorio de Suelos,
Aguas, Abonos y Foliares (EDAFOFINCA, CA), en Cagua, Edo Aragua, donde la
muestra fue analizada aplicando el método de Walkey- Black para la determinacion
de carbono organico, el Método de Olsen para la determinacion de fosforo, y el

método de Kjeldahl para la determinacion de nitrégeno.

Analisis de los Datos

Para el andlisis de los datos obtenidos del cultivo se determinaron las
frecuencias absolutas y relativas de los aislamientos obtenidos, de las muestras
ambientales y se colocaron en una tabla de distribucidn, especificando el porcentaje
de colonias y posteriormente se procedido a realizar un diagrama de barras para
reflejar la distribucion de los agentes aislados. Las condiciones y caracteristicas de los
suelos se expresaron en una tabla de distribuciéon. Asi como las medias de los
tratamientos. El andlisis estadistico se hizo utilizando los programas STATISTIX

version 8.0 y SPSS version 12.0.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio pertenecen a un total de 25
muestras de suelo subdivididas cuarenta y cinco (45) cultivos en medio Micosel a
25°C (Grupo A) cuarenta y cinco (45) cultivos en medio Micosel a 37°C (Grupo B).

Tabla 1. Estadisticos descriptivos para la caracterizacion fisicoquimica de las

muestras de suelo analizadas del municipio Montalban finca “El Triunfo del
Querer” de los Grupo A y B. 2008

Identificacion Pool de muestras
Profundidad (cm) 4cm
ANALISIS DE RUTINA Resultado Interpretacion
Arena (2-0.05 mm) % 50.0
Limo (0.05-0.002 mm) % 25.0
Arcilla( <0.002 mm) % 25.0
Clase Textural (Bouyoucos mod) Faa (franco arcilloso arenoso) | Media o Franca
pH de la Pasta Saturada 5.61
Suspensioén 1:2 pH 5.71 Moderada

Normal o No

Suspension 1:2 *CEs mS/cm 0.31 Salino
Carbono Organico (W & B) % 1.39 Bajo
Nitrogeno Total (Kjeldahl) % 0.133 Bajo
Relacion Carbono/Nitrogeno 10.5 Medio
Fosforo (Olsen) ppm 20 Medio
Potasio (NH4OAc IN) ppm 140 Medio
Carbonatos % 0 Muy bajo
Acidez Intercambiable me/100g H+ -
Acidez Intercambiable me/100g Al+++ 0
BASES INTERCAMBIABLES
Calcio me/100g 9.05 Medio
Magnesio me/100g 4.69 Alto
MICROELEMENTOS
Hierro ppm 41.0 Medio
Cobre ppm 1.4 Medio
Zinc  ppm 3.0 Medio
Manganeso ppm 34.5 Medio

CEs mS/cm multiplicado por 100 es equivalente al antiguo CE x 10
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En la tabla 1 se expresan las caracteristicas fisicoquimicas del suelo en estudio,
tales como la consistencia del suelo, pH y la cantidad de elementos y microelementos,
entre otros, encontrados para el momento de la toma de muestra. Se aprecia un bajo
nivel de carbono y de nitrogeno; asi como niveles medios para minerales tales como

hierro, manganeso, cobre y zinc.

En relacion a la presencia de Paracoccidioides brasiliensis en las muestras de
suelo analizadas del municipio Montalban hacienda “El Triunfo del Querer” de los
Grupo A y B. 2008 no se observo crecimiento transcurridos los 45 dias de cultivo

para este estudio.

Tabla 2. Descripcion de hongos aislados y sus toxinas, pertenecientes a los
grupos A y B en muestras de suelo del municipio Montalban finca “El Triunfo
del Querer” 2008.

Frecuencia por Toxina que puede producir
Género y especie
cultivo (%) como factor de interés clinico
Micelia esterilia 24 (26,7) Saprofitos
Aspergilus niger 5(5,6) Aflatoxinas
Mucor spp 45 (50) Aflatoxinas

Tricotecenos, zearolenona,

Fusarium spp 2(2,2) fumonisinas
Dematiaceos 10 (11,1) Aflatoxinas
Penicilium spp 4 (4,4) acido ciclopiazonico, patulina

En la presente tabla se puede observar la mayor frecuencia para el género
Mucor con un total de 45 cultivos positivos con presencia del mismo, seguido por

géneros del grupo de los Dematiaceos, Aspergilus, Penicilium, Fusarium; en cuanto
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al grupo Micelia esterilia corresponde a los géneros no identificados los cuales no

presentaron formas de reproduccion.

Tabla 3.
Valores promedio de Unidades formadoras de colonias (UFC) aislados en

funcion de la temperatura de cultivo de muestras de suelo del municipio
Montalban finca “El Triunfo del Querer”. 2008

Aislamientos
25°C 37°C
Cultivos 90 90
n 45 45
media 12,8 8,8
SD 5,42 3,6
C.V. 42,42 41,24
Minimo 2 2
Maximo 26 16

En relacion a los resultados de la presente tabla se puede observar que tanto
para los cultivos a 25 °C y 37°C la desviacion estandar y el coeficiente de variacion

se encuentran en rango estadistico aceptable con respecto a las medias obtenidas.
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DISCUSION

Actualmente en Venezuela la Paracoccidioidomicosis tiene bajos niveles de
infeccion y por tanto de morbilidad, como consecuencia se subestima el verdadero
nimero de personas infectadas con esta micosis. El estado Carabobo cuenta con areas
geograficas con caracteristicas bioclimaticas idoneas para el crecimiento y
reproduccion de este hongo, uno de ellos es el municipio Montalban. Siendo las zonas
agricolas las de mayor reporte de casos de esta enfermedad en tal sentido, se estudid
las caracteristicas del suelo y la presencia del Paracoccidioides brasiliensis, en la
finca “El Triunfo del Querer”, ubicada en una zona agricola del Municipio
Montalban.

En este estudio se realizd6 como base fundamental la caracterizaciéon de los
suelos, encontrando que poseian los elementos necesarios para suplir los requisitos
nutricionales para el desarrollo y crecimiento de una flora fungica, presentando
niveles bajos de carbono, nitrogeno y niveles medios de fosforo, hierro, calcio, zinc,
potasio; ademds de un pH écido de 5,61, el cual permite el desarrollo de numerosas
levaduras, asi como también patogenos para plantas. Sin embargo, existe la
probabilidad de que los niveles de estos compuestos organicos no sean suficientes
para el desarrollo del Paracoccidioides brasiliensis o que exista la presencia en el
suelo un agente inhibidor, el cual no esté siendo considerado o la falta de un

nutriente esencial para la supervivencia de Paracoccidioides brasiliensis.

Como se ha mencionado anteriormente los aislamientos del Paracoccidioides
brasiliensis han sido reportados en escasas ocasiones, en Venezuela (1971) por
Albornoz quien lo aislo en tres oportunidades de 87 muestras tomando como Unica
referencia un pH 4cido para el desarrollo 6ptimo del hongo; otros investigadores han
realizado intentos fallidos con el proposito de aislar este hongo a partir de muestras

obtenidas del suelo, lo cual coincide con los resultados de esta investigacion salvo
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que en los mismos no hay reportes de las propiedades organolépticas del suelo
quedando en evidencia la dificultad en obtener resultados favorables en dicha tarea;
por otra parte, hay que resaltar que no existen datos de la caracterizacion de los suelos
de donde se logro aislar Paracoccidioides brasiliensis, lo que constituye un punto sin

comparacion y sin referencias con el presente estudio.

Para evaluar la presencia de Paracoccidioides brasiliensis en el Municipio
Montalban, a diferencia de los estudios referidos por otros autores se considerd el
muestreo por bloques para determinar la homogeneidad de la muestra donde de un
total de 90 cultivos se obtuvo un 100% de recuperacion de hongos que incluyen
patogenos para el hombre, del total de las cepas obtenidas no se logré el aislamiento
de Paracoccidioides brasiliensis a diferencia de Negroni (1971), el cual no especifica

el nimero de cultivos realizados por muestra

A la luz de nuestros resultados, 50% de los cultivos presentd un crecimiento de
Mucor spp. El cual es un hongo filamentoso que crece en el suelo, las plantas, frutas
y hortalizas. Ademas de ser omnipresente en la naturaleza puede causar infecciones
en el hombre, las ranas, anfibios, el ganado y los cerdos. La mayoria de las especies
de Mucor no crecen a 37 ° C y las cepas aisladas de infecciones humanas por lo

general son unas de las pocas termo-tolerantes (Hogg, 2000).

El género Mucor esté representado por varias especies siendo las mas comunes
Mucor amphibiorum, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis, Mucor indicus, siendo
este ultimo el de mayor relevancia en el hombre; perteneciente al grupo de hongos
causantes de infecciones conocidas como Zigomicosis. Aunque el término
Mucormicosis ha sido a menudo utilizado para este sindrome, Zigomicosis ahora es el
término preferido para esta angio-enfermedad invasiva, mucocutdnea y rinocerebral,
asi como artritis séptica, la didlisis asociada a peritonitis, infecciones renales, gastritis
y las infecciones pulmonares (Frater, 2001). Siendo la cetoacidosis diabética,

inmunosupresion, insuficiencia renal, quemaduras extensas, y el uso de drogas
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intravenosas factores predisponentes para el desarrollo de la Zigomicosis. (Nosari

2000).

La Zigomicosis es reportada de todos los continentes predominando los casos
de Suramérica, Africa, Europa, Asia y Norteamérica. Los esporos por inhalacion
pueden alojarse en los senos y pulmones del hombre y los animales; también son
ingeridos con los alimentos e inician la infeccion en el tracto intestinal o introducirse

dentro del tejido subcutaneo para iniciar una infeccion cronica (Tapia, 2008)

Cabe sefialar el aislamiento de ciertos hongos productores de Aflatoxinas
perteneciente a la familia de micotoxinas, las cuales son sustancias quimicas
producidas por numerosas cepas toxigénicas de hongos, principalmente Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus niger pueden causar enfermedad y
muerte, tanto en animales como en seres humanos (Williams, 2004). De éstos en el

presente estudio fue aislado Aspergillus Niger.

Las aflatoxinas son frecuentemente aisladas de alimentos como maiz, arroz,
mani y otros, que han tenido un mal manejo postcosecha (Williams, 2004) Este dato
es de gran importancia dado que los suelos del a finca “El Triunfo Del Querer” esta
destinado a la siembra de Maiz. El género Fusarium spp presente en este estudio,
produce la téxina Zearolenona, la cual eleva los niveles de estrogeno y se ha
correlacionado con cancer del cuello uterino (Goémez, 2008). En un estudio realizado
por Creppy (2002), se demostré6 que esta micotoxina se encontré en el tejido
endometrial de 49 mujeres con una incidencia de 27 adenocarcinomas
endeometriales, 11 hiperplasias endometriales y 11 endometrios proliferativos

normales.
La aflatoxina B1 es el factor que mas obstaculiza el desarrollo fetal, con mayor

capacidad de provocar o acelerar el cancer, y es ademas el tipo de aflatoxina que

provoca mayores cambios repentinos y permanentes en los genes, entre estos, puede
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inducir una mutacidn especifica en el codoén 249 del gen supresor P53, relacionado

con la génesis de tumores (Bogantes 2004)
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CONCLUSIONES

. No hubo crecimiento de Paracoccidioides brasiliensis, aun asi se determino la

presencia de hongos de interés clinicos en los suelos.

. La comprension de los mecanismos de patogénesis y el conocimiento sobre el

habitad del Paracoccidioidomicosis sigue siendo incompleta.

-31 -



RECOMENDACIONES

Es necesario desarrollar nuevas técnicas que permitan el diagnostico rapido de

la Paracoccidioidomicosis, para una iniciacion temprana de la terapia antifungica.

Se sugiere continuar realizando estudios con la finalidad de conocer con
exactitud el habitat del Paracoccidioides brasiliensis y asi completar el eslabon

fundamental de su cadena epidemiologica
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