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En Paraguay: PCM la principal micosis
sistémica endémica del pais



OBJETIVO GENERAL

*|dentificar especies de Paracoccidioides
circulantes en Paraguay y relacionar con las
caracteristicas epidemiologicas y clinicas de los
pacientes



OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Aislar cepas de Paracoccidioides sp. a partir de muestras clinicas en el periodo 2020-2021.

» Implementar el método PCR- RFLP para la identificacion de especies de Paracoccidioides
sp.

> ldentificar cepas de Paracoccidioides obtenidas en el periodo 2017-2021 con el método
PCR-RFLP

» Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con
Paracocidioidomicosis detectados en el periodo 2017-2021

» Implementar el método de Nested PCR a para la deteccion de ADN de Paracoccidioides a
partir de muestras de reservorios naturales

» Detectar ADN de Paracoccidioides sp. en muestras de suelo y realizar la georreferenciacion



Paracoccidioidomicosis (PCM)

Definicion

Es una micosis sistémica causada por especies
del género Paracoccidioides sp.

Forma levaduriforme Forma filamentosa



Especies de Paracoccidioides

Complejo Paracoccidioides brasiliensis
S1 Paracoccidioides sensu stricto

PS2 Paracoccidioides americana

PS3 Paracoccidioides restrepiensis

PS4 Paracoccidioides venezuelensis
Paracoccidioides lutzii

Matute et al 2006
Teixeira et al 2013



Ciclo Vital Paracoccidioides sp.

> » | _ ) -
- 1 L(- VJr k’\ “ '
- — - ~ '
!
a
; \.

T .
=

:¢¢? “

)\‘ -

NMiowibes. . shomes s Sorrved Sowss copryraging € NEED By Shosabey . e

.




Enuirjllﬂm ent

Coffee and sugar cane plantation / rural workers
Agriculture activities / Climate conditions (soil humidity)
L

Inhalatic

P brasiliensis

L F

.

P lutzii

Yeast phase G

(body temperature)

Human beings
predominance of infection
predisposing factors for disease
genetic gender (male)
great inoculum

Armadillo (Pb) (PI?)
immunotolerant [ signalling

Animals — infection; rare

cases of disease

Mendes & Bagagli

S1SOH

i



Dos formas clinicas principales

En el adulto (30 -70): forma crénica con
sintomas similares a |la

Tuberculosis

En ninos y adultos jovenes: forma aguda
o subaguda: diseminada



Forma Cronica 95% de los casos

Sintomas principales
* Tos
e Espectoracion
* Disnea
* Fiebre

* Lesiones en mucosa



Diagnostico diferencial

Manifestacion pulmonar: tuberculosis,
coccidioidomicosis, histoplasmosis,
blastomicosis, neoplasias

Lesiones mucocutaneas: leishmaniosis,
esporotricosis, coccidiodomicosis,
tuberculosis, blastomicosis, carcinoma
espinocelular, lupus vulgar,sifilis tardia,
actinomicosis cervicofacial




Diagnostico diferencial

Manifestaciones ganglionares:
tuberculosis colicuativa,
coccidioidomicosis, blastomicosis,
linfomas

Manifestaciones viscerales:
leishmaniosis visceral,
histoplasmosis, blastomicosis,
enfermedad de Addison



» Primer caso detectado| &
en Paraguay : 1936 '

Afo de
publicacién:
: 1964 |




Datos publicados-Paraguay

1976

Mycopathologia vol. 59, 2, pp. 67-80, 1976

PARACOCCIDIOIDOMICOSIS - EPIDEMIOLOGIA EN LA REPUBLICA DEL PARAGUAY, CENTRO DE
SUD AMERICA

Pedro Anibal ROLON*

Periodo de estudio: 1960-1974

Cantidad de casos detectados: 87
Hombres: 85 Mujeres: 2

Rango de Edad predominante: 30-50 afos

Figura 4b: Disposicién 6pica y demonstrativa de la
exosporulacién del Paracoccidioides br. Tomado de pulmén

(A 25/74). H.E. * 450.



Datos publicados-Paraguay

Paracoccidioidomicosis: caracteristicas clinicas y
evolutivas de 94 casos

Pérez D, Qviedo J, Gill 5.
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y del Ambiente (INERAM)

Periodo de estudio: 1980- 2003
Cantidad de casos detectados: 94
Hombres: 93 Mujeres: 1

24 (25%) pacientes tenian coneumopatias
(13 casos de tuberculosis, 7 silicosis, 2
neumonias comunitarias y

2 neumotorax)

motivo de consulta: tos en 43,6%, disnea
en 19%, hemoptisis:7,4%

frecuencia de sintomas: tos 85%, catarro
72%, fiebre 66%, perdida

ponderal 56%, astenia 42,5%, disnea 39%,
hemoptisis 31%, sudoracién

nocturna 24,55, disfonia 24,5% chillido de
pecho 6,4%




Datos publicados-Paraguay

Paracoccidioidomicosis detectados en el periodo 2004-2013

en el Laboratorio Central de Salud Puablica de Asuncion —

doi:10.18004/rdn2016.0008.02.062-071 Periodo de estudio: 2004-2013

Articulo Original / Original Article Cantidad de casos detectados: 131
Hombres: 127 Mujeres: 4

Paraguay

Paracoccidioidomycosis detected in the period 2004-2013 in

the Central Laboratory of Public Health of Asuncion -

Patricia ﬁ.raujﬂl

Gustavo Aguilarl

Nilfo Arl':El

. r 1
Mario Martinez

Parag uay En relacion al tipo de muestra analizada, en el examen directo
Se obtuvieron muestras positivas de 47 esputos, 43 muestras
de mucosa oral, 9 ganglios, 7 lesiones de piel, 6 de mucosa
hasal, 2 de lavado broncoalveolar.

Por serologia se detectaron 31 casos positivos
para Paracoccidioides brasiliensis. En 16 pacientes se
pbtuvieron més de un tipo de muestra positiva.




RESULTADOS



Casos de Paracoccidioidomicosis en el
periodo 2017 a 2021

84 casos de
Paracoccidioidomicosis

80 forma crénica

4 forma aguda /sub aguda
81 masculino 3 femenino
Rango de edad

Crdnica 33 a 82 afios
Aguda 9a 27 aiios



Departamentos con predominio de los
Casos

1.Alto Parana 29%

2.Caaguazu 14,5%
3.Cordillera 12,7%
4.San Pedro 10.9%
5.Guaira 7,3%

6.Itapua 7,3%
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Procesamiento e identificacion de las cepas de
Paracoccidioides sp. y muestras de suelo por
PCR-RFLP



PCR-RFLP conceptos

_\ extraction
——a
—_—

A \ ‘ 7 ‘ ! ;:vax“
e e e s s

.
{
i

: "N
e B e e B T T s B s s o e
\

| - |




Tub-1

1



PCR-RFLP conceptos
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Deteccion del gen tub-1 de las cepas aisladas
de pacientes




Deteccion del gen tub-1 de las cepas aisladas
de pacientes




PCR-RFLP de las cepas aisladas de pacientes
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Caracterizacion Molecular de cepas de Paracoccidioides aisladas de pacientes

Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)
Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)

Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)

29 Cepas
Caracterizadas

Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)
Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)
Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)

Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)

Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto (S1)




Mapa de distribucion de pacientes con Paracoccidioidomicosis
(2012-2021) y cepas caracterizadas
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Mapa de distribucion de pacientes y cepas caracterizadas
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Aplicacion de |a técnica PCR anidada
(Nested PCR )a muestras de suelo
recolectadas en el pais



PCR anidada(Nested PCR) conceptos




Primera Ronda

Amplificacion de ITS




PCR anidada(Nested PCR) conceptos

Segunda Ronda

Detectar PbITS E/T

PbITS E/T



Mapa de los lugares de toma de muestra de suelo
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Tipo de lugar de toma de muestra de suelo

74 Muestras de suelo (68 sitios diferentes)

Suelo de campo abierto
Madriguera de armadillo

Suelo al lado de naciente de agua
Suelo borde de arroyo
Suelo de huerta

Numero estudiados
22
16
1
16
13



(PCR anidada) de cultivo

Deteccion de ITS (1ra ronda) de cepas:1- Candida albicans ATCC 90028;
2-Candida tropicalis R902021;3- Candida parapsilopsis ATTC 22019; 4- Candida
glabrata R1317; 5- Clavispora lusitaniae R7919: Pichia kudriavzevii ATCC 6258 (C.
krusei);7-Cepa de Paracoccidioides spp. 11-908; C+: Mar-30(S1)



Deteccion de PBITS ET en suelo sembrado artificialmente de cultivo
de Paracoccocidioides brasiliensis

Prueba para deteccion de PbITS ET de suelos a partir de ADN de Paracoccidioides
brasiliensis S1 (Mar 30): Diluciones iniciales en suelo: 1: ~ 3600 UFC; 2: ~ 1500 UFC;
3: ~ 400 UFC para 250 mg de suelo.



Deteccion de PbITS ET (Paracoccidioides spp.) en muestras de suelo del pais
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Nested PCR con primers PbITS E/T(450 pb) de ADN extraido con el kit DNesy PowerSoil Qiagen



Deteccion de PbITS ET (Paracoccidioides spp.) en muestras de suelo del pais

Nested PCR con primers PbITS E/T(450 pb) de ADN extraido con el kit DNesy PowerSoil Qiagen



Deteccion de PbITS ET (Paracoccidioides spp.) en muestras de suelo del pais
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Nested PCR con primers PbITS E/T(450 pb) de ADN extraido con el kit DNesy PowerSoil Qiagen



Tabla de resultados de Nested PCR de suelo

Tipo de lugar de toma de muestra de suelo

74 Muestras de suelo (68 sitios diferentes)

Numero estudiados (sitios Deteccion de PbITS E/T
diferentes) por Nested PCR
Suelo de campo abierto 22 0
Madriguera de armadillo 16 13 (81 %)
Suelo al lado de Naciente de 1 1 (100 %)
agua
Suelo borde de arroyo 16 1 (6%)
Suelo de huerta 13 4 (31 %)
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Conclusion

* Reporte por primera vez de identificacion de Paracoccidioides en suelo de
seis departamentos: San Pedro, Alto Parana; Caaguazu, ltapua, Amambay
y Cordillera

* Caracterizacion molecular de 29 cepas aisladas de pacientes en el pais
como Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto S1

* La deteccion del hongo en el suelo y la genotipificacion de las cepas
aisladas ayudaran a definir las areas endémicas en el pais de PCM,
permitiendo asi impulsar acciones de planificacion en salud publica ante
este hongo sistémico.









Logros importantes con el
proyecto



CONOCIMIENTO ACTUALIZADO DE LA EPIDEMIOLOGIA DE LA
PARACOCCIDIOIDOMICOSIS EN PARAGUAY

PRIMERA CARACTERIZACION MOLECULAR REALIZADA EN EL PAIS DE
UNA MICOSIS ENDEMICA

FORTALECIMIENTO DEL LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA PARA

EJECUCION DE ESTUDIOS ECOEPIDEMIOLOGICOS E IMPLEMENTACION
DE TECNICAS MOLECULARES















CAUTION: HOT SURFACE!
ATTENTION: SURFACE CHAUDE
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