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RESUMEN
CHRISTIAN LISBET CAMPOS CORTES. Fecha de graduacion: Enero, 2011.
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina.

Titulo de estudio: “Caracterizacion fenotipica en identificacion molecular de
aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii”

Numero de paginas: 58.

Candidata al grado de Maestro en Ciencias con Orientacion Terminal en
Microbiologia Médica.

Area de estudio: Microbiologia.

Objetivo y Método del estudio: Ante la nueva descripcion de nuevas especies del
complejo Sporothrix schenckii, se requiere hacer una correcta identificacion del agente
etioldgico de la esporotricosis. El principal objetivo de este estudio fue caracterizar
fenotipicamente y realizar la identificacion molecular de 34 aislamientos clinicos
identificados morfolégicamente como Sporothrix schenckii. Para realizar el estudio se
realizaron estudios morfoldgicos a nivel microscopico y macroscopico, pruebas de
asimilacion de carbohidratos, pruebas de termotolerancia y pruebas de susceptibilidad
in vitro. Para la identificacién molecular se llevo a cabo la secuenciacion del gen de
calmodulina.

Conclusiones y contribuciones: Se identificaron los 34 aislamientos como Sporothrix
schenckii. Sin embargo, 3 de los aislamientos presentaron discrepancias en su
identificacion fenotipica y molecular. De acuerdo con los resultados obtenidos en este
estudio, se demostré6 que para la identificacion precisa de especie del complejo
Sporothrix schenckii, se requieren estudios adicionales a los realizados rutinariamente en
los laboratorios clinicos.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos

En 1898, Benjamin Schenck describidé por primera vez la esporotricosis
y a su agente etioldgico, al cual denomind Sporotrichia. Smith lo clasifico
como un hongo del género Sporotrichum. Hektoen y Perkins, en 1900,
informaron el segundo caso de esporotricosis y reportaron al agente
etiologico como Sporothrix schenckii, el hongo fue aislado de una lesion
cutanea en un paciente (1,2). En 1903, Berumann y Ramond describieron
la enfermedad en Francia y el microorganismo aislado fue nombrado
Sporothrichum berumannii por Martruchot y Ramond debido a que las
caracteristicas morfologicas de la colonia del aislamiento eran diferentes a
las reportadas por Schenck. Davis en 1921, demostr6 que los 2
microorganismos eran el mismo y los llamé Sporothrichum schenckii. En
1961, Howard describi6 el dimorfismo del hongo. En 1962, Carmichael

destacd las diferencias entre los géneros Sporotrichum vy Sporothrix y



estableci6 el nombre de Sporothrix schenckii, para el microorganismo

causante de la esporotricosis.

El primer caso de esporotricosis en México, fue reportado por Gayédn y
Aguirre-Pequefio en 1913; y en 1947, Gonzalez Ochoa y Soto Figueroa
dieron a conocer el método de obtencidon de los polisacaridos de Sporothrix
schenckii en fase micelial, el cual es utilizado como antigeno para la
intradermorreaccion, para fines de diagndstico y de investigacion
epidemioldgica. En 1955, Lavalle presentd una clasificacidon alternativa de
la enfermedad; en 1983 ¢él y Mariat publicaron una revision de 240 casos
estudiados, que se presentaron en un periodo de 22 afios en el Centro
Dermatolégico Pascua (2,3). En 2003, de Beer y colaboradores,
propusieron a Ophiostoma stenoceras como la fase teleomorfica de Sporothrix
schenckii y sugirieron que este ultimo pudiera representar un complejo de 2
especies diferentes (4). Marimon y colaboradores reordenaron la etiologia
de la enfermedad, proponiendo el complejo Sporothrix schenckii, que

incluye cinco especies filogenéticamente relacionadas (5).



1.2 Esporotricosis

Es una micosis subcutanea o profunda de curso subagudo o cronico,
producida por hongos dimorficos comprendidos dentro del complejo
Sporothrix schenckii. Afecta principalmente piel y vasos linfaticos en forma
de ndédulos y gomas; en raras ocasiones es extracutanea o sistémica y
entonces afecta pulmones, huesos o articulaciones. En pacientes
inmunosuprimidos el hongo tiene tendencia a diseminarse a huesos y

articulaciones, asi como a otros 6rganos, incluso sistema nervioso central

(1,2,3).

1.2.1 Aspectos epidemioldgicos

1.2.1.1 Distribucion geografica

La esporotricosis es una enfermedad cosmopolita, se ha reportado
en los 5 continentes, pero en zonas restringidas. Se han comunicado
epidemias en Sudafrica, Japon y Australia, sin embargo, el mayor nimero
de casos se presenta en América intertropical, en lugares como Meéxico,

Pert, Colombia, Uruguay y Guatemala. Entre 1998 al 2004, se reportd un



incremento significativo en el nimero de casos de esporotricosis en Rio de

Janeiro, Brasil, siendo el principal vector del hongo, el gato doméstico (6).

En México, la estadistica coloca a la esporotricosis como el segundo lugar
dentro de las micosis subcutaneas (19.5%), después del micetoma. Los
estados que reportan la enfermedad con mayor frecuencia son:
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Nuevo Le6n, Puebla, San Luis

Potosi, Tlaxcala y el Distrito Federal (7).

Se han registrado algunas epidemias familiares u ocupacionales. Las mas
importantes en Monterrey, fueron reportadas en 1967 por Gonzalez-
Benavides en un grupo de alfareros; Medina-Ramirez y Lavalle, en San
Luis Potosi y Puebla, en familias dedicadas a la excursién que contrajeron

la enfermedad mediante astillas (1,2).

1.2.1.2 Habitat

Las especies del complejo Sporothrix schenckii habitan en lugares con
clima templado con temperaturas entre 20 — 25°C y humedad relativa
superior a 90%. La enfermedad se presenta en todas las épocas del ano. El
hongo vive en el suelo, detritus vegetal, madera, hojas y ramas. En
Meéxico se asocia a la paja y zacate utilizados para envolver la loza. La

enfermedad también se puede contraer mediante vectores indirectos, los



animales relacionados son los roedores: ratas, ratones y ardillas; de
manera mas reciente se ha asociado a gatos domésticos, de los cuales se ha
aislado el hongo de dientes, pezunas, entre otros. Existen reportes de
transmision de la enfermedad por picaduras de insectos y mordeduras de

reptiles (8,9).

1.2.1.3 Ocupacion

La esporotricosis se considera una enfermedad ocupacional, siendo
los grupos de poblacidbn mas afectados los campesinos, agricultores,
jardineros, mineros, empacadores de vidrio y loza, vendedores de flores,

amas de casa y ninos en edad escolar que habitan en areas rurales (1,2,8).

1.2.1.4 Via de entrada

La principal via de entrada del agente etioldgico es la cutanea,
mediante traumatismos y excoriaciones con material contaminado. Se ha
reportado que individuos que viven en zonas altamente endémicas, el
hongo puede ingresar por via respiratoria, por la inhalacion de las conidias

de la fase micelial y provocar casos pulmonares de esporotricosis (8,10).

1.2.1.5 Periodo de incubacion



En los casos de esporotricosis cutanea, el periodo de incubacion es
variable, fluctda entre 1 y 4 semanas. En la esporotricosis pulmonar es
desconocido, debido a que la mayoria de los casos se presentan

asintomaticos (1,2,3,10).

1.2.1.6 Sexo y edad

El sexo no influye en el desarrollo de la enfermedad, se reporta una
relacion 1:1. Aproximadamente el 30% de los casos de esporotricosis, se
presentan en nifos en edad escolar, entre 5 y 15 anos, que habitan en el
medio rural; el 50% de los casos, se presenta en adultos jovenes entre 18 y
35 afios. Sin embargo, la enfermedad puede presentarse en cualquier etapa
de la vida. Barba-Rubio reportd 2 casos polares, uno de un nifio de 2 dias
de nacido mordido por una rata y una semana después desarrolld

esporotricosis cutanea fija, el otro caso, de un anciano de 100 afios de

edad (1).

1.2.1.7 Factores predisponentes

El principal factor de riesgo es la ocupacion, la desnutricion, el
alcoholismo y padecimientos que debilitan el sistema inmune, exacerban

la enfermedad (1,10).



1.2.1.8 Clasificacion clinica de la esporotricosis

La esporotricosis presenta diversas manifestaciones clinicas, por lo
cual existen diferentes clasificaciones de la enfermedad, lo que ha causado

controversia entre los investigadores.

1.2.1.8.1 Esporotricosis cutanea linfangitica

Es la forma clinica mas frecuente de la enfermedad, se presenta
hasta en el 75% de los casos y afecta principalmente a miembros
superiores e inferiores y cara. Aproximadamente 2 semanas posteriores a
la inoculacion del hongo, se forma el chancro esporotricosico constituido
por una lesion nodular o gomosa ulcerada, seguido por una cadena de
gomas eritematoviolaceas, no dolorosas que siguen el trayecto de los vasos
linfaticos de manera ascendente, estas lesiones tienden a ulcerarse y drenar

exudado purulento (10).
1.2.1.8.2 Esporotricosis cutanea fija

Esta forma clinica se presenta en aproximadamente el 24% de los

casos y se caracteriza por una lesion unica en el sitio de inoculacion



(chancro esporotricosico), es vegetante o verrugosa, tiene bordes bien

definidos, con un halo eritematoviolaceo, cubierta por escamas y costras.

La lesion puede adoptar las siguientes formas: placa, ulcera, ulcero-
verrucosa y acneiforme. En esta forma clinica la lesion solo crece en
extension pero no se disemina, ademas tiende a la curacion espontanea (2,

10).

1.2.1.8.3 Esporotricosis extracutanea

Las formas extracutaneas de la esporotricosis se presentan en baja
frecuencia, cercana al 1% de los casos y afecta pulmones, huesos y

articulaciones principalmente (2,3).

1.2.1.8.4 Esporotricosis pulmonar

Las manifestaciones de esta infeccion son similares a las de la
tuberculosis pulmonar. Es un cuadro clinico de baja frecuencia. Se
adquiere por la inhalacion de las conidias de la fase micelial del hongo. Se
presenta principalmente en pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y alcoholismo. Los signos y sintomas incluyen fiebre,
pérdida de peso, sudoracidn nocturna, anorexia, fatiga, tos productiva con

esputo purulento, hemoptisis y disnea. En estudios radioldgicos, se



observan lesiones cavitarias similares a las que se presentan en la

tuberculosis (10).

1.2.1.8.5 Esporotricosis osteoarticular

Esta forma clinica suele presentarse posterior a una diseminacién
hematdgena de los pulmones o de una forma cutanea. La esporotricosis
osteoarticular  ocurre en sitios cercanos a lesiones cutineas o en
estructuras Oseas distantes a la lesion cutdnea inicial. Es mas comun la
artritis séptica que la osteomielitis y la articulacién afectada con mayor
frecuencia es la rodilla, seguida del codo, muiieca, tobillo y articulaciones

de la mano (1,2, 10).



1.3 Diagnostico de laboratorio

1.3.1 Examen directo

El examen directo con KOH realizado del material obtenido de las
lesiones, como exudado, escamas, tejido o esputo, no es util debido a que
en raras ocasiones es positivo (cerca del 2%). Cuando el KOH es positivo

pueden observarse células de levadura de forma alargada u ovoide (1,2).

1.3.2 Cultivo

Es el método definitivo para el diagndstico de la esporotricosis.
Debido a que el complejo Sporothrix schenckii incluye hongos dimoérficos, si
el material tomado de las lesiones se siembra en medios como el agar
Sabouraud y el agar papa dextrosa y se incuba a 30°C, se obtienen
colonias de aspecto membranoso, de color blanquecino o beige, que con el
tiempo desarrollan micelio aéreo, después de 10 dias de incubacién en

algunas cepas, el color de la colonia de torna café¢ oscuro. Dependiendo de
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la especie de Sporothrix, puede no producirse pigmentos melaninicos,

como es el caso de Sporothrix albicans (1,5).

En el examen microscopico, se observan hifas delgadas, septadas y
ramificadas. Presentan conidioforos de diferentes tamafos y conidias que
se disponen alrededor de ¢l dando aspecto de flor de durazno o margarita.

La forma y la disposicion de las conidias varian entre especies (1,2,3).

Si el material de las lesiones se cultiva en medios nutritivos, como el agar
infusion cerebro-corazon y se incuba a 37°C, durante 4 a 6 dias, se
obtendran colonias levaduriformes de color blanquecino o crema.
Microscopicamente, se observan blastoconidias ovoides o alargadas que

miden en promedio 3 a 5 um (1,2).

1.3.3 Examen histopatoldgico

La histopatologia no es caracteristica de la infeccion, usualmente
muestra una reaccion inflamatoria pidgena y granulomatosa. Pueden
observarse células gigantes multinucleadas y en las lesiones de piel puede
presentarse hiperplasia pseudoepiteliomatosa. En raras ocasiones se
observan blastoconidias o células gemantes con tinciones especiales, como
Grocott y PAS y cuando se observan se confunden con otros tipos de
levaduras (1).

11



Puede observarse en algunos casos, cuerpos asteroides formados por
células gemantes en el centro y un halo de radiaciéon compuesto por
materia eosinoOfila. Los cuerpos asteroides se presentan también en
procesos infecciosos producidos por otros hongos, como es el caso de

Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii y Aspergillus spp (2,11).

1.3.4 Pruebas inmunologicas

La intradermorreaccién con esporotricina M (fase micelial), que
contiene la fraccidén metabolica polisacaridica de Sporothrix schenckii, se
inyecta intradérmicamente 0.1 mL del antigeno a una dilucién de 1: 2 000
en el antebrazo o espalda. La lectura se realiza con los mismos criterios
del derivado proteico purificado (PPD); se puede presentar una respuesta
inmediata (5-10 min) caracterizada por eritema y prurito, ésta solo indica
liberacion de histamina y carece de valor diagnostico. La prueba positiva
se obtiene entre 24 y 48 horas, formandose una zona indurada,
eritematosa y dolorosa de mas de 5 mm de diametro. La
intradermorreaccidon con esporotricina es util en estudios epidemioldgicos
y como método auxiliar en la deteccion de formas atipicas de la
enfermedad. Esta prueba no se utiliza en la rutina del laboratorio clinico

para el diagnostico de la esporotricosis debido a que puede dar resultados

12



falsos positivos en pacientes que han tenido la enfermedad y falsos

negativos, en pacientes anérgicos e inmunosuprimidos (1,10).

1.3.5 Otras pruebas

Las pruebas seroldgicas para el diagnostico de la esporotricosis no
han progresado como en el caso de histoplasmosis y coccidioidomicosis.
En laboratorios de referencia, se realizan pruebas de aglutinacion en tubo
y con latex. Sin embargo, no se han realizado estudios para medir la

sensibilidad y la especificidad de estos ensayos.

Los rayos X y tomografias pueden ser utiles en casos de esporotricosis

pulmonar y osteoarticular. Sin embrago, las alteraciones son inespecificas.

En la actualidad, se puede hacer la identificacion de aislamientos clinicos
en muestras de tejidos por medio de la amplificacién de fragmentos de

DNA, de genes como quitina-sintetasa, calmodulina y 26S rDNA (1).
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1.4 Tratamiento

Las diversas formas clinicas de la esporotricosis requieren tratamiento con

agentes antifungicos y otras medidas locales.

En los casos de esporotricosis linfocutanea, la infeccidén en raras ocasiones
se resuelve espontaneamente, 1o que hace necesario el tratamiento. El
yoduro de potasio es el tratamiento de primera elecciéon debido a su
excelente eficacia, bajo costo, minimos efectos secundarios y facil
administracion. El itraconazol se ha convertido en el antifingico de
eleccion para los casos de esporotricosis linfocutdnea, con una tasa de

éxito en el tratamiento del 90% al 100% (12).

En casos cutaneos no complicados o en mujeres embarazadas, el

tratamiento recomendado es la hipertermia local (1).

En casos de esporotricosis pulmonar, los farmacos de eleccion son la
anfotericina B o el itraconazol. Sin embargo, en estos pacientes la

recuperacion es rara y por lo general fallecen por la infeccion. En

14



pacientes con esporotricosis meningea o con esporotricosis diseminada, el
tratamiento recomendado es anfotericina B, ademas de tratamiento de

soporte con itraconazol (10, 12).

1.5 Variabilidad genética de Sporothrix schenckii

A nivel mundial existen diversos reportes acerca de la variabilidad
genética de Sporothrix schenckii, como el realizado en 1996, por Ishizaki y
colaboradores, en el cual analizaron aislamientos clinicos provenientes de
diferentes paises e hicieron la comparacion de los patrones de restriccion
del ADNmt obtenidos del corte con diferentes enzimas. Los resultados
mostraron 2 grupos: A y B. En el grupo A, se incluian aislamientos
provenientes de América y Africa, mientras que el grupo B los
aislamientos procedentes de Asia y Europa. En base a esto los autores
concluyeron que el genotipo de Sporothrix schenckii variaba con la

localizacion geografica (13).

Basados en el estudio anterior, en México, en 2002, Mesa-Arango y
colaboradores, analizaron las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de
aislamientos clinicos y ambientales de Sporothrix schenckii, provenientes de
Meéxico, Colombia y Guatemala, asi como su correlacion con la forma

15



clinica de la esporotricosis y su origen geografico. Los resultados
obtenidos de la genotipificacion, mostraron 4 grupos: el primero formado
por aislamientos procedentes de México, el segundo integrado por los
aislamientos de Colombia y Guatemala y los grupos tercero y cuarto
ambos integrados por 1 aislamiento clinico de México cada uno
respectivamente. En el estudio fenotipico, los aislamientos procedentes de
Colombia, presentaron la termotolerancia mas baja, siendo su didmetro
menor a 37°C y un mayor tamafio de conidias. Se encontro relacion entre
el genotipo y la localizacion geografica, sin embargo, no se encontrd

asociacion con la forma clinica de la enfermedad (14).

En el 2003, de Beer y colaboradores, realizaron un estudio en el cual
determinaron la secuencia de la region ITS 1, de 11 aislamientos clinicos y
ambientales de Sporothrix schenckii. En el analisis de los resultados de la
secuenciacion los investigadores observaron 2 grupos de aislamientos, 1o
que les permiti6 concluir que Sporothrix schenckii podria representar un

complejo de 2 especies diferentes (4).

En base a este hallazgo, en el 2006, Marimon y colaboradores, realizaron
un estudio en el cual, analizaron la secuencia de los genes de calmodulina,

quitina sintetasa y B-tubulina, de 60 aislamientos de Sporothrix schenckii,

16



provenientes de Sudafrica, Espafia y algunos paises de Sudameérica. En
los resultados obtenidos de las secuencias de los genes observaron 3
grupos de aislamientos. El primero contenia a todos los aislamientos de
Brasil, el segundo los aislamientos provenientes de Sudafrica y de los
paises de Sudamérica, este grupo se subdividid6 en 4 grupos de
aislamientos y el tercer grupo con los aislamientos de Espana. Por lo que,
se sugiri® que Sporothrix schenckii podria ser un complejo de especies 6 con

diferente distribucion geografica (15).

Con los resultados obtenidos en el estudio anterior, el mismo grupo de
investigadores, realizaron la caracterizacion genotipica y fenotipica de 125
aislamientos clinicos y ambientales de Sporothrix schenckii, procedentes de
paises de Asia, Europa, Africa y América. Para la caracterizacion
genotipica analizaron la secuencia del gen de calmodulina, la cual les
permitid observar 5 grupos de aislamientos. El primer grupo integrado por
los aislamientos de Brasil, el segundo formado por los aislamientos de
México, el tercero por aislamientos de E.U.A., y algunos paises de Europa
y Asia, el cuarto grupo que incluia aislamientos procedentes de Francia,
Sudafrica y algunos paises de América y el quinto formado por

aislamientos de Inglaterra y Alemania.
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Para la caracterizacion fenotipica se realizaron estudios morfoldgicos que
incluyeron las descripciones a nivel macroscopico y microscopico, pruebas
fisiologicas de crecimiento a diferentes temperaturas (20°C, 25°C, 30°C,
35°C y 40°C) y pruebas de asimilacion de 35 diferentes carbohidratos y 7
fuentes de nitrogeno. Ademas realizaron pruebas de licuefaccion de la
gelatina, produccidn de ureasa, tolerancia al cloruro de sodio, cloruro de
magnesio y cicloheximida. Encontraron diferencias en tamano y forma de
las conidias, en termotolerancia y en asimilacion de algunos

carbohidratos, tales como rafinosa y sacarosa.

Los hallazgos obtenidos de este estudio permitieron la descripcidon de tres
nuevas especies. Sporothrix brasiliensis y Sporothrix mexicana, nombradas asi
por su origen y Sporothrix globosa, nombrada asi por la forma de sus
conidias y que junto con las especies anteriormente descritas Sporothrix

albicans y Sporothrix schenckii, integran el complejo Sporothrix schenckii (5).

Con las nuevas especies definidas, en 2008, Marimon y colaboradores,
llevaron a cabo un estudio en el cual, realizaron pruebas de susceptibilidad
a diferentes antifingicos, entre ellos, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, albaconazol y anfotericina B. Encontraron diferencias en los

rangos de concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenidos
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dependiendo de la especie del complejo evaluada, por ejemplo, el
itraconazol presentd una buena actividad antifingica frente a Sporothrix
brasiliensis; sin embargo, Sporothrix mexicana 'y Sporothrix albicans
presentaron CMI’s altas. En el caso de anfotericina B, ésta presentd una
buena actividad antifingica contra Sporothrix schenckii, al contrario de lo

observado con Sporothrix mexicana (16).

En Meéxico, en el 2009, Madrid y colaboradores, identificaron 32
aislamientos clinicos y ambientales, provenientes de Colombia,
Guatemala y Meéxico, por medio de la secuenciacion del gen de
calmodulina. De los 25 aislamientos de México, uno fue identificado
como S. globosa, el resto fueron identificados como S. schenckii. De los 7
aislamientos restantes procedentes de Guatemala y Colombia, 1 y 2
aislamientos respectivamente fueron identificados como S. globosa y el
resto fueron identificados como S. schenckii. Este fue el primer reporte de la

presencia de S. globosa en México, Colombia y Guatemala (17).
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1.6 Caracteristicas microbiologicas de las especies del complejo

Sporothrix schenckii.

La morfologia colonial de las especies del complejo Sporothrix
schenckii, es similar y depende del medio en que hayan sido sembradas.
Después de 21 dias de incubacion a 30°C en agar papa dextrosa, las
colonias se observan desde color naranja palido hasta negro. Sin embargo,
Sporothrix albicans y algunas cepas de Sporothrix schenckii no presentan

color.

Microscopicamente, las 5 especies del complejo Sporothrix schenckii,
presentan grupos de conidias terminales o intercaladas en conidi6foros
menos diferenciados. Las conidias simpodiales son hialinas o poco

pigmentadas, de forma ovoide o piriforme y miden de 2 a 8 um de largo

por 1.5 a 2.5 ym de ancho.

Las conidias sésiles presentan una pared gruesa y pigmentada por la

melanina. La forma y el tamano de las conidias sésiles varian
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dependiendo la especie. Las conidias sésiles de Sporothrix albicans son de
forma ovoide, miden 2 - 6 um de largo por 2 - 3.5 um de ancho y no son
pigmentadas. En el caso de Sporothrix mexicana, también presenta conidias
ovoides, pero miden 3 - 4 um de largo por 2 - 3.5 um de ancho y son

pigmentadas.

Las conidias sésiles de Sporothrix brasiliensis y Sporothrix globosa son de
forma globosa, miden 2.5 -5 um de largo por 2 - 3 um de anchoy 3 - 4 um
de largo por 2 - 3.5 um de ancho respectivamente. En el caso de las
conidias sésiles de Sporothrix schenckii su forma varia entre triangular y
cuneiforme dependiendo de la cepa y miden 2 -6 um de largo por 2 — 3.5

um de ancho.

Las especies del complejo también presentan diferencias en el crecimiento
a diferentes temperaturas, siendo Sporothrix globosa la inica que no crece a
37°C, ademas de tener diferentes patrones de asimilacidon de los
carbohidratos rafinosa y sacarosa. Las especies Sporothrix mexicana y
Sporothrix schenckii son capaces de asimilar ambos carbohidratos,
Sporothrix albicans y Sporothrix globosa son capaces de asimilar solo la

sacarosa y Sporothrix brasiliensis es la inica que no asimila ninguno de los

2 carbohidratos (5).
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

A nivel mundial, la esporotricosis es una micosis subcutanea reportada
frecuentemente y su identificacion se basa en estudios morfologicos

tradicionales.

Recientemente, se demostré que Sporothrix schenckii es un complejo que

requiere estudios adicionales para la identificacion precisa de sus especies.

En nuestro pais existe escasa informacion de la frecuencia de especies del

complejo Sporothrix schenckii.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii

por medio de estudios fenotipicos y moleculares.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas morfologicas y  fisiologicas de
aislamientos clinicos identificados previamente como Sporothrix

schenckii,

2. Determinar la susceptibilidad de los aislamientos frente a distintos

antifiingicos.

3. Identificar los aislamientos clinicos por estudios moleculares.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia general

Para cumplir con los objetivos especificos del presente estudio se plante6 la
siguiente estrategia general. A partir de 34 aislamientos clinicos identificados
morfologicamente como S. schenckii se realizo la caracterizacion fenotipica, la
cual incluy¢ el estudio de la morfologia a nivel macroscodpico y microscopico,
pruebas de crecimiento a diferentes temperaturas, asi como pruebas de
asimilacion de diferentes carbohidratos. Ademads dentro de la caracterizacién

fenotipica se realizaron pruebas de susceptibilidad a diferentes antifingicos.

Para la identificacion molecular, a partir de los aislamientos clinicos, se
extrajo el ADN utilizando el método de lisis enzimatica y CTAB. Se
amplifico el gen de calmodulina y el producto obtenido se purifico

utilizando el método de precipitaciéon con alcohol etilico. El producto
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purificado se envid a secuenciar y posteriormente se realizd el

alineamiento de secuencias nucleotidicas.

4.2 Aislamientos Clinicos del complejo Sporothrix schenckii

Se analizaron 34 aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii, las
cepas fueron enviadas al Centro Regional de Control de Enfermedades
Infecciosas del Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. Los aislamientos
fueron  identificados = morfolégicamente  macroscOpicamente y
microscopicamente. Las cepas se mantuvieron en suspensiéon en agua

estéril a temperatura ambiente hasta que se llevaron a cabo los ensayos.

Los aislamientos fueron recolectados de 1999 al 2009, 20 de los
aislamientos procedentes de Nuevo Leon y 14 de San Luis Potosi. De la
poblacion de pacientes de los cuales se obtuvieron los aislamientos, 20
pertenecian al sexo masculino y 14 al sexo femenino, el rango de edad de
los pacientes es de 9 a 77 afios, presentandose con mayor frecuencia entre

30 y 40 afios.

La forma clinica que presentaron con mayor frecuencia los pacientes fue la

esporotricosis cutanea linfangitica en 20 de los pacientes.
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4.2 Caracterizacion fenotipica
4.2.1 Estudio de 1a morfologia a nivel macroscdopico

Para evaluar las caracteristicas de la morfologia a nivel macroscopico, los
aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii, se sembraron en
agar papa dextrosa y se incubaron durante 21 dias a 30°C, cada
aislamiento se sembro por triplicado. Los parametros que se tomaron en
cuenta para la descripcion fueron: color, textura y topografia colonial, del

anverso y reverso de la placa (5).
4.2.2 Estudio de 1a morfologia a nivel microscopico

Para determinar las caracteristicas microscopicas, los aislamientos
clinicos del complejo Sporothrix schenckii, se sembraron de manera inicial
en agar papa dextrosa y se incubaron durante 7 dias a 30°C. En una placa
de agar papa dextrosa se le colocd un bloque del mismo medio de cultivo
de 1 cm® aproximadamente y a partir del cultivo inicial se inocul6 el
bloque de agar, con un aplicador de madera estéril. Posteriormente se le

coloco un cubreobjetos, previamente enjuagado con alcohol etilico al 70%
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y flameado, se presiond suavemente el cubreobjetos para asegurar el
contacto con el bloque de agar. La placa con el bloque de agar se incubo
durante 12 dias a 30°C. Después, se retird el cubreobjetos del bloque de
agar y se colocO en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol.
Las laminillas fueron selladas con resina para evitar la desecacion. Este

procedimiento se llevo a cabo por triplicado.

Para evaluar las caracteristicas microscopicas, se empled un microscopio
de contraste de fases (Nikon 50i). Se tomaron en cuenta los parametros de
pigmentacion, forma y tamafo de las conidias sésiles. Para evaluar la
pigmentacion y forma de las conidias sésiles se observaron 20 campos por
laminilla. Para el andlisis morfométrico, se midi6 el largo y ancho de 50
conidias sésiles y se promediaron las medidas para establecer el tamafo.

El software empleado fue NIS-Elements BR 2.30 (5).

4.2.2 Estudios fisiologicos

4.2.2.1 Pruebas de termotolerancia

Para llevar a cabo las pruebas de termotolerancia, los aislamientos
clinicos del complejo Sporothrix schenckii, se sembraron en agar papa
dextrosa y se incubaron durante 7 dias a 30°C. Para preparar el inoculo, se
agregaron aproximadamente 2 mL de solucidn salina 0.85% estéril a cada
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placa y se cubrieron las colonias, se hizo un raspado y la suspension
resultante se transfirio a un tubo limpio y estéril de 13 x 100 con tapdn de
rosca y se dejoé reposar durante 5 minutos. El sobrenadante se transfirid a
un tubo limpio y estéril de 13 x 100 con tapon de rosca, se agrego solucion
salina y se coloco el tubo en el vortex por 15 segundos. Se ajustd la
concentracion de la suspension a un rango de 80 a 82% de transmitancia a
una longitud de onda de 530 nm en el espectrofotometro Sequoia-Turner
modelo 340, el cual corresponde a una concentracion de inodculo de 0.4-5
x 10* UFC/mL. De esta suspension se inocularon 100 uL en la parte
central de una placa de agar papa dextrosa. Las placas para cada
aislamiento se incubaron de manera independiente durante 15 dias a 30,
35 y 37 °C. Posteriormente se midid el diametro de la colonia en

milimetros. Las pruebas de termotolerancia se realizaron por triplicado

(5,14).
4.2.2.2 Pruebas de asimilacion de carbohidratos

Para llevar a cabo las pruebas de asimilacion de carbohidratos, los
aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii, se sembraron en
agar papa dextrosa y se incubaron durante 7 dias a 30°C. Para preparar el

inoéculo para la galeria de API 20C AUX, se agregaron aproximadamente
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2 mL de solucion salina 0.85% estéril a cada placa y se cubrieron las
colonias, se hizo un raspado y la suspensidon resultante se transfirié a un
tubo limpio y estéril de 13 x 100 con tapdén de rosca y se dejo reposar
durante 5 minutos. El sobrenadante se filtr6 con gasa estéril y la
suspension resultante se transfirié a un tubo limpio y estéril de 13 x 100
con tapdn de rosca, se agrego solucion salina y se agito el tubo en el vortex
por 15 segundos. Se ajusto la concentracion de la suspensién conidial a
una turbidez comprable con la del tubo #2 en la escala de Mc Farland y
posteriormente se afladi® medio API C y se inocul6 la galeria API 20C
AUX. Se incub6 durante 7 dias a 30°C y se realizd la asimilacién de

carbohidratos (18).

Las galerias de API 20 C AUX empleadas para este trabajo fueron
obtenidas de la compafiia Biomérieux, Marcy I'Etoile-France. Los

carbohidratos utilizados para esta prueba se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Carbohidratos incluidos en la galeria API 20C AUX

Sustratos API 20 C AUX
Glucosa D-sorbitol
Glicerol Metil-aD-glucopiranosida
2-ceto-glucoronato calcico N-acetil-glucosamina
L-arabinosa D-celobiosa
D-xilosa D-lactosa
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Adonitol D-maltosa

Xylitol D-sacarosa
D-galactosa D-trehalosa
Inositol D-melezitosa
D-rafinosa

4.2.3 Pruebas de susceptibilidad in vitro

4.2.3.1 Agentes antifiingicos

Los agentes antifungicos empleados en este trabajo fueron obtenidos
de sus respectivas compainias farmacéuticas, las cuales fueron Ias
siguientes: anfotericina B (Bristol Myers Squibb, Princeton, NJ),
itraconazol (Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgium), posaconazol
(Schering-Plough Reseach Institute, Kenilworth, N.J.), voriconazol

(Pfizer, Inc., New York, NY).

Para el método de macrodilucién, se llevd a cabo una serie de diluciones
de los antifungicos y se colocaron 0.1 mL de cada concentracion en tubos
estériles de 13 x 150 con tapon de rosca, los cuales se mantuvieron en
congelacion a -20°C hasta que se realizaron las pruebas de susceptibilidad.
El rango de concentracion utilizado para los antifungicos fue de 0.0313 —

16 pg/mL, su diluyente fue dimetilsulféxido, excepto la anfotericina B,
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cuyo diluyente fue agua y el medio utilizado fue el RPMI 1640 para

determinar la susceptibilidad in vitro (19).

4.2.3.2 Preparacion del inéculo

Los aislamientos del complejo Sporothrix schenckii, fueron evaluados
empleando el método de referencia M38-A2 del Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI). Cada aislamiento se sembré en agar papa
dextrosa durante 7 dias a 30°C. Para preparar el ind6culo, se agregaron
aproximadamente 2 mL de solucion salina 0.85% estéril a cada placa y se
cubrieron las colonias, se hizo un raspado y la suspensidn resultante se

transfirid a un tubo limpio y estéril de 13 x 100 con tapdn de rosca y se

dejo reposar durante 5 minutos.

El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y estéril de 13 x 100 con

tapon de rosca, se agregd solucidn salina y se coloco el tubo en el vortex
por 15 segundos. Se ajust6 la concentracidon de la suspension a un rango

de 80 a 82% de transmitancia a una longitud de onda de 530 nm en el
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espectrofotometro (Sequoia-Turner modelo 340), lo que corresponde a

una concentracion de inéculo de 0.4-5 x 10* UFC/mL (16,19).

4.2.3.3 Prueba de Macrodilucion

Para llevar a cabo la prueba de macrodilucion, se prepard una
dilucion de 1:100 con solucidn salina estéril y la suspension del indculo
previamente ajustado (9.9 mL de solucion salina + 0.1 mL del in6culo) y
posterior a esta dilucion, se realizd una dilucion 1:20 con el medio RPMI
1640 en tubos Falcon estériles (11.4 mL del medio RPMI 1640 + 0.6 mL
de la dilucion 1:100). Se agregaron 0.9 mL de esta dilucion a los tubos con
las diferentes concentraciones del farmaco. Se afiadié un tubo control libre
de farmaco y un tubo control que contenia solo inéculo y DMSO. Los
tubos se incubaron por 72 horas a 30°C y se realizaron lecturas cada 24

horas.

La CMI se defini6 como la concentracibn mas baja en la que no se

presentd crecimiento.

Para el control de calidad de las pruebas de susceptibilidad, se emplearon
las cepas de Candida krusei ATCC6258 y Candida parapsilosis ATCC22019.

Los limites de las CMI’s recomendados para las cepas control en las
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pruebas de susceptibilidad para los antifingicos correspondientes se

muestran en la Tabla 2 (16,19).

Tabla 2. Limites de las CMIs recomendados para las cepas control en las
pruebas de susceptibilidad para los antifingicos anfotericina B,

itraconazol, posaconazol y voriconazol.

Cepas control AnfotericinaB  Itraconazol Posaconazol Voriconazol
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Pacecilomyces
variotti 1-4 0.06-0.5 0.03-0.25 0.015-0.12
ATCC MYA-
3630

Candida
parapsilosis 0.5-4.0 0.12-0.5 0.06-0.25 0.03-0.25
ATCC 22019

Se determino el rango, media geométrica (MG), CMIsq, vy CMIgy, de los

resultados obtenidos con las pruebas de susceptibilidad.

4.3 Identificacion molecular
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4.3.1 Extraccion del ADN

Para llevar a cabo la identificacion molecular, los aislamientos
clinicos del complejo Sporothrix schenckii, se sembraron en agar papa
dextrosa y se incubaron durante 14 dias a 30°C. Se hizo un raspado de
colonias con un aplicador de madera estéril y la masa fungica obtenida se
transfirid a un tubo eppendorf estéril de 2.0 mL. A cada tubo se le
agregaron 200 pL de solucion de lisis enzimatica, se agitd en el vortex por
30 segundos y se incubd en un termomixer durante 2 horas a 37°C, en
agitacion constante a 850 rpm. Posteriormente se agregaron 390 uLL de TE
1X con SDS al 1% y 4 pL de proteinasa K, se agit6 en el vortex por 30
segundos y se incubd nuevamente en el termomixer durante 1 hora a
55°C, en agitacion constante a 850 rpm. Se agregaron 100 pL de cloruro
de sodio 5M, 80 uL. de CTAB/Na(Cl, se agit6 en el vortex por 30 segundos
y se incubd en el termomixer durante 10 minutos a 65°C, en agitacion
constante a 850 rpm. Después de la incubacidn, se agregaron 250 uL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), 250 uL. de fenol saturado y 100 pL
de TE 1X, se agitd en el vortex por 30 segundos y se centrifugd a 14,000
rpm durante 8 minutos. Se separd la fase acuosa y se agregaron
nuevamente 250 pul. de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), 250 pL de
fenol saturado y 100 uLL de TE 1X, se agit6 en el vortex por 30 segundos y
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se centrifugd a 14,000 rpm durante 8 minutos. A la fase acuosa obtenida,
se le agregaron 300 pL de alcohol isopropilico y 80 uLL de acetato de sodio
3M pH 5.2 £ 2 y se incubd a -20°C durante 15 minutos. A la pastilla
resultante, se le agregd 1 mL de alcohol etilico al 70% y se centrifugod
durante 8 minutos a 14,000 rpm, posterior a la centrifugacion se desechd
el sobrenadante por decantaciéon y se lavo la pastilla nuevamente con
alcohol etilico. Se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente y una vez
seca, se resuspendid en 50 uL de TE 1X, se incub6 en un termomixer

durante 15 minutos a 65°C, en agitacion constante a 850 rpm.

Posteriormente se realizd la cuantificacion del ADN obtenido en un
espectrofotometro y se verifico la calidad del ADN obtenido mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. El ADN se almacend en

congelacion a -20°C hasta su uso (20,21).

4.3.2 Amplificacion del gen de calmodulina

Para amplificar el gen de calmodulina, se estandariz6 una PCR de
punto final utilizando los primers reportados por O’ Donnell y
colaboradores en el 2000, cuyas secuencias son: CLI 5’-
GA(GA)T(AT) CAAGGAGGCCTTCTC-3’ y CL2A 5’-

TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-3’ (22).
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Las condiciones estandarizadas para la PCR fueron las siguientes: un
ciclo de 3 minutos a 94°C para la desnaturalizacion inicial, seguido por 35
ciclos de desnaturalizacidén a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 50°C
por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto. La extension final fue a
72°C por 5 minutos. Las condiciones estandarizadas de la mezcla de
reaccion de volumen final de 25 uLL fueron los siguientes: 80 a 100 ng de
ADN gendmico, buffer 5 mM Tris HCI (pH: 8), 25 mM MgC(Cl,, 2.5 mM

dNTP’s, 12.5 pmol CL1, 12.5 pmol CL2A y 1.5 U Taq polimerasa.

Posterior a la PCR, se verifico la calidad del producto obtenido mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. El producto obtenido de la

amplificacidon fue de aproximadamente 850 pares de bases (5,15).

4.3.3 Purificacion de los productos de PCR

Los productos obtenidos de la PCR, fueron purificados utilizando la
técnica de precipitacion con alcohol etilico. A un tubo eppendorf de 1.5
mL estéril, se le agregaron 5 ul. de acetato de sodio 3M pH 4.6 y 100 uLL
de alcohol etilico al 95%. Se pipetearon los productos de PCR en la
mezcla, se agitd en vortex por 30 segundos y se incubaron a -20°C durante
30 o 40 minutos. Se centrifugaron los tubos durante 20 minutos a 14,000

rpm. Se aspird con una micropipeta el sobrenadante, el cual se descarto y
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la pastilla obtenida se lavd con 300 pLL de alcohol etilico al 70%, se agitod
en vortex y se centrifugd en frio durante 10 minutos a 14,000 rpm, se
separ0O el sobrenadante y se descartd. El sedimento se secd a vacio por 3
minutos sin sobresecar. Posteriormente se resuspendio en 50 uLL de TE 1X,
y se verifico la calidad del producto purificado mediante una electroforesis

en gel de agarosa 1.5% (5,15).

Los productos de la PCR purificados, se enviaron a secuenciar al Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. Posteriormente se realiz6 el alineamiento
de secuencias nucleotidicas y se compararon con las secuencias
depositadas en el Gen Bank, tomando en cuenta solo secuencias que

contaran con respaldo de estudios fenotipicos.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

Los resultados de los estudios de la morfologia a nivel macroscopico y
microscopico de los aislamientos reportados previamente como Sporothrix
schenckii se muestran en las tablas 3, 4 y 5. En los resultados de la
morfologia a nivel macroscopico se muestran el numero de aislamientos y
las caracteristicas que presentan para los parametros de color, textura y
topografia colonial. Los resultados de la descripcion de la morfologia
microscopica, se muestran en comparacion con los datos reportados, para
las especies del complejo Sporothrix schenckii, de la medicion del diametro,

la descripcion de la forma y la pigmentacion de las conidias sésiles (95).
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En las tablas 6 y 7, se muestran los resultados de las pruebas de
asimilacidén de carbohidratos. Los resultados se muestran en comparacion
con los datos reportados, de asimilacion de los carbohidratos sacarosa y
rafinosa, para las especies del complejo Sporothrix schenckii (5); asi como
los patrones de asimilacion que se presentaron para los carbohidratos

arabinosa, galactosa, lactosa, sacarosa y rafinosa.

Los resultados obtenidos de las pruebas de termotolerancia, se muestran
en la tabla 8, los datos se presentan en comparacion con los valores
reportados, de crecimiento a 30°C, 35°C y 37°C, para las especies del

complejo Sporothrix schenckii (5).

En la tabla 9, se muestran los resultados de la caracterizacion fenotipica,
de acuerdo a los datos obtenidos en los estudios morfologicos y
fisioldgicos y en comparacion con los valores reportados para las especies

del complejo Sporothrix schenckii (5).

En la tabla 10, se muestran los resultados de las pruebas de
susceptibilidad in vitro, por el método de macrodilucién, para los 34
aislamientos clinicos del complejo Sporothrix schenckii. Los datos estan

presentados como rango, media geométrica, y CMI (ug/mL), necesarios
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para inhibir el 50% y 90% de los aislamientos del complejo Sporothrix

schenckii ensayados.

Los resultados de la identificacién genotipica, y su comparaciéon con los
datos obtenidos de la caracterizacién fenotipica, se muestran en la tabla

11.

Tabla 3. Caracteristicas de color, textura y topografia colonial de 34
aislamientos del complejo Sporothrix schenckii cultivados en agar papa

dextrosa incubados durante 21 dias a 30°C.

Caracteristica Descripcion Numero de aislamientos
Color Kaki 21
Negro 6
Blanco 3
Gris 3
Salmoén 1
Textura Cérea 34
Topografia Rugosa 23
Lisa 9
Verrucosa 2
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Tabla 4. Caracteristicas de forma y tamafio de las conidias sésiles
reportadas para las especies del complejo y de los 34 aislamientos del

complejo Sporothrix schenckii ensayados.

Especie del complejo Forma/Tamaiio Numero de aislamientos

S. brasiliensis Globosa/ 2.5 - 5 pm 2
2-3um

S. globosa Globosa / 3 -4um 3
2-3.5um

S. albicans Ovoide / 2 -6 um 0
2-3.5um

S. mexicana Ovoide / 3 -4um 0
2-3.5um

S. schenckii Triangular / 2 -6 um 31
2-3.5um

Tabla 5. Caracteristicas de pigmentacidén reportada para las especies del

complejo y de los 34 aislamientos del complejo Sporothrix schenckii

evaluados.
Especie del complejo Pigmento Numero de aislamientos
S. albicans Ausencia 0
S. brasiliensis Presencia 34
S. globosa Presencia 34
S. mexicana Presencia 34
S. schenckii Presencia 34
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Tabla 6. Asimilacién de sacarosa y rafinosa, reportados para las especies

del complejo y de los 34 aislamientos del complejo Sporothrix schenckii

ensayados.

Especie del Sacarosa Rafinosa Numero de
complejo aislamientos
S. albicans + - 3
S. brasiliensis - - 0
S. globosa + - 3
S. mexicana + + 31
S. schenckii + + 31

Tabla 7. Asimilacion de arabinosa, galactosa, lactosa, sacarosa y rafinosa

en los 34 aislamientos del complejo Sporothrix schenckii.

Sacarosa Rafinosa Arabinosa Galactosa Lactosa Numero de
aislamientos
+ + = - - 10
+ + - + + 8
+ + - + - 7
+ + + - + 3
+ + + + - 3
+ - + - 3
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Tabla 8. Diametros de las colonias, en agar papa dextrosa a los 21 dias,
reportados para las especies del complejo y de 34 aislamientos del

complejo S. schenckii ensayados.

Especies del Crecimiento en mm Numero de
complejo aislamientos
30°C 35°C 37°C
S. albicans 6714.2 28%1.4 4.2%1.4 0
S. brasiliensis 24.7£5.5 16.6%£5.9 7.6 £1.6 0
S. globosa 30.91£5.0 11.5£53 e 3
S. mexicana 67.5£2.1 10.8+£0.4 1.8£0.4 0
S. schenckii 36.0£5.5 21.3£7.0 6.1+3.0 31

Tabla 9. Identificacion fenotipica de los 34 aislamientos del complejo

Sporothrix schenckii, mediante estudios morfologicos y fisiologicos.

Forma/ Crecimiento Asimilacion de Numero de Identificacion
Tamaifio de 37°C carbohidratos aislamientos fenotipica

conidias Sacarosa Rafinosa
sésiles

Triangular/ Si + + 31 S. schenckii
2 -6 pm
2-3.5um

Globosa/ No + - 3 S. globosa
3-4pum
2-3.5um
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Tabla 10. Actividad antifingica in vitro de anfotericina B, itraconazol,
posaconazol y voriconazol en contra de los 34 aislamientos del complejo

S. schenckii.

Hongo Antifangico CMI (ng/mL)
(n)
Rango MG 50% 90%

S. schenckii AMB 0.5-4 2.57 4 4

(31) ITR 1-8 4 4 8

PSC 0.5-8 1.75 1 8

VRC 2-16 10.4 16 16

S. globosa AMB 2-8 4.2 -- -

3) ITR 1-16 8.33

PSC 1-16 3.13 -

VRC 8-16 12.2

*Media geométrica.

> CMI en cual el 50% de los aislamientos fueron inhibidos.

¢ CMI en el cual el 90% de los aislamientos fueron inhibidos.

Tabla 11. Comparacién de resultados de la identificacién fenotipica y

molecular de los 34 aislamientos del complejo S. schenckii estudiados.

Numero de aislamientos Identificacion fenotipica Identificacion molecular
(> 98% de homologia)
31 S. schenckii S. schenckii
3 S. globosa S. schenckii
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CAPITULO 7

DISCUSION

La esporotricosis, una de las micosis subcutaneas mas frecuentemente
reportadas en Meéxico (1,2,3,10), se atribuia a Sporothrix schenckii, como
unico agente causal. Sin embargo, en el 2007, se describieron 3 nuevas
especies: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa y Sporothrix mexicana 'y que
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junto con las especies descritas anteriormente, Sporothrix albicans 'y
Sporothrix schenckii, integran actualmente el complejo Sporothrix schenckii
(5). Recientemente, se han hecho descripciones de nuevas especies en
algunos otros hongos patdgenos, como ejemplo, Pneumocystis carinni (23),
Coccidioides immitis (24), Candida parapsilosis (25) y Pseudallescheria boydii

(26).

En el caso del complejo Sporothrix schenckii, cabe sefialar, existen pocos
estudios que le den soporte a las diferencias fenotipicas y genotipicas
descritas para cada una de las nuevas especies (5). En el presente estudio,
se encontraron discrepancias en la identificacion fenotipica y genotipica de
3 de aislamientos, los cuales coincidian con las caracteristicas fenotipicas
descritas para Sporothrix globosa. Sin embargo, la 1dentificacion genotipica

mostrd una homologia superior al 99% con Sporothrix schenckii.

Los 3 aislamientos que mostraron discrepancia en la identificacion,
presentaban conidias sésiles de forma globosa, coincidiendo con lo
reportado para Sporothrix globosa. Cabe destacar, que dentro de la especie
Sporothrix schenckii (sensu stricto) se han reportado diferencias en la forma
de las conidias sésiles, la cual estd esta descrita como de forma triangular a

cuneiforme. La medida de las conidias sésiles de estos aislamientos
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ensayados, concuerdan con las medidas reportadas, tanto para Sporothrix

globosa, como para Sporothrix schenckii (5).

En las pruebas de asimilacién de carbohidratos, los 3 aislamientos que
fueron identificados fenotipicamente como Sporothrix globosa, fueron
capaces de asimilar la sacarosa, pero no la rafinosa. La rafinosa es el
carbohidrato que permite, diferenciar a Sporothrix globosa de Sporothrix

schenckii, ya que esta ultima es capaz de asimilarla (5).

Otra de las pruebas que permite diferenciar algunas de las especies del
complejo Sporothrix schenckii, es el crecimiento a 37°C, ya que se ha
descrito, que Sporothrix globosa es la inica especie del complejo, incapaz de
crecer a esta temperatura. Los 3 aislamientos ensayados en el presente
estudio, no presentaron crecimiento a 37°C. Oliveira y colaboradores (27),
reportaron el primer caso de esporotricosis, causada por Sporothrix globosa
en Brasil, en este caso, el aislamiento presenté un crecimiento superior a
los 7 mm, después de 21 dias de incubacion a 37°C, siendo la medida de
crecimiento mayor a la esperada incluso, para la especie del complejo que
tiene el mayor crecimiento a esta temperatura, la cual es Sporothrix

brasiliensis (5).
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Las pruebas de susceptibilidad a los antifungicos: anfotericina B,
itraconazol, posaconazol y voriconazol, mostraron valores similares tanto
para los aislamientos ensayados que fenotipicamente fueron identificados
como Sporothrix schenckii, como para los identificados fenotipicamente
como Sporothrix globosa. Los resultados de CMIs obtenidos para
itraconazol, muestran una baja actividad antifingica in vitro, contra los 34
aislamientos ensayados, lo cual coincide con lo reportado por otros
autores (28,29,30). Sin embargo, se ha demostrado la eficacia del
itraconazol, en el escenario clinico. Conti Diaz y colaboradores (31)
trataron satisfactoriamente a 18 pacientes con esporotricosis cutanea con
itraconazol. Incluso se ha reportado como tratamiento efectivo en casos de

esporotricosis osteoarticular (1,30).

Los antifungicos anfotericina B, posaconazol y voriconazol, presentaron
CMIs altas, sin embargo, de los antifingicos mencionados, el posaconazol
fue el antifingico que presentd una mejor actividad en contra de los 34
aislamientos. El posaconazol, se ha convertido en una alternativa
terapéutica, en los casos de esporotricosis sistémica, debido a los
resultados que ha mostrado en las pruebas in vitro, sin embargo, es
necesario que se realicen mas estudios iz vivo, para confirmar su actividad
antifiingica.
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Es importante mencionar, que los patrones de susceptibilidad obtenidos en
éste estudio, no muestran diferencias significativas, entre los aislamientos
identificados fenotipicamente como Sporothrix schenckii, como para los

1dentificados como Sporothrix globosa.

Ante los escasos reportes de caracterizaciones fenotipicas y genotipicas de
aislamientos del complejo Sporothrix schenckii y al no existir cepas ATCC
de las nuevas especies del complejo, e incluso las diferencias encontradas
en éste y otros estudios, sugieren la necesidad de evaluar las caracteristicas
fenotipicas propuestas para la diferenciacion de las especies del complejo,
asi como incluir nuevas pruebas fenotipicas que, puedan ser utiles para
hacer la diferenciacion entre especies, sin hacer uso de técnicas
moleculares. Incluso la busqueda de nuevos marcadores moleculares, que
permitan hacer la discriminacidn entre especies, podria brindar una mayor
informacién en el comportamiento de aislamientos que presenten
caracteristicas fenotipicas que no concuerden con su identificacion
molecular, ya que estos aislamientos atipicos, podrian representar
variantes de estas especies. Es importante destacar, que en el caso de la
especie Sporothrix schenckii (sensu stricto), se han reportado 2 grupos, los
cuales presentan diferencias en el color de las colonias, forma de conidias,

asimilacidon del ribitol, asi como diferencias en las secuencias del gen de
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calmodulina, el cual es empleado para la discriminacion de las especies de

este complejo (5).

CAPITULO 8

CONCLUSIONES

1. La identificacion fenotipica y molecular de los 34 aislamientos
evaluados en este estudio presentaron discrepancias en 3

aislamientos.
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2. En base a la identificacién molecular, el 100% de los aislamientos

corresponde a Sporothrix schenckii.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se demostrod
que para la identificacidén precisa de especie del complejo Sporothrix
schenckii, se requieren estudios adicionales a los realizados

rutinariamente en los laboratorios clinicos.
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