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MICOLOGIA
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RESUMEN

Introduccion: Las variedades de Trichophyton mentagrophytes
mas frecuentes son interdigitale (antropofilica) y mentagrophytes
(zoofilica); su epidemiologia no es clara.

Objetivo: analizar 10 muestras clinicas provenientes de
Paraguay.

Material y método: se cultivaron en: agar-dextrosa-Sabouraud,
agar-antibioticos, agar Czapek Dox y agar-papa-dextrosa, a 30°C
por siete dias. Se observaron las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas; se hicieron microcultivos y pruebas para
produccion de ureasa (agar y caldo), y 6rganos perforadores en
tierra estéril y pelos de caballo.

Resultados: hubo crecimiento en todos los medios excepto
en agar Czapec Dox en menos de 30 dias. Se observaron
microconidios esféricos y piriformes, hifas en espiral y
macroconidios. El desarrollo fue mas florido en agar-papa, y las
resiembras generan pleomorfismo. En cajas de Petri con Sabou-
raud las colonias fueron caracteristicas de 7. mentagrophytes
var interdigitale en dos casos afectados de los pies. Un cultivo
se perdio; los 6 restantes (var mentagrophytes), afectaron: piel
cabelluda (1), pies (1), cuerpo (2), ufia de pies (1), palma (1).
Cinco produjeron ureasa en 5 dias y cuatro perforaron pelos en
dos semanas.

Conclusiones: Aunque las pruebas moleculares y genéticas
son mas especificas, siguen siendo Qtiles las pruebas fisioldgicas
y morfolégicas.

Palabras clave: Trichophyton mentagrophytes, tifnas,
identificacion, caracteristicas clinicas.

Introduccion

La Escuela Francesa de Micologia ha descrito diferentes variedades de
T. mentagrophytes en base a diferencias muy sutiles en la morfologia de
las colonias cuando el hongo se identifica en agar dextrosa Sabouraud,
entre las que se encuentran: T. mentagrophytes var. granulosum,
T. mentagrophytes var. lacticolor, T. mentagrophytes var. asteroides,
T. mentagrophytes var. radians, T. mentagrophytes var. interdigitale,
T. mentagrophytes var. erinacei y T. mentagrophytes var.

quinckeanum .
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ABSTRACT

Background: The most commonly found varieties of
T. mentagrophytes are interdigitale (antropophylic) and
mentagrophytes (zoophylic), but its epidemiology is not clear.
Objective: to analyse 10 clinical dermatophyte samples isolated
in Paraguay South-America.

Material and methods: The samples were cultured on: agar-
dextrose-Sabouraud, agar with antibiotics, agar Czapek Dox
and agar-potato-dextrose, at 30°C for 7 days. Macroscopic
and microscopic characteristics were observed; microcultures,
urease production (agar and broth), and hair perforation test
on sterile soil, and horse hair, were performed.

Results: All the samples grew on all the medium tested, except
on agar Czapec Dox, on less than 30 days. Pyriform and spherical
microconidia, macroconidia and spiral hyphae were observed.
Agar-potato led to more characteristic microscopic features,
and consecutive cultures led to pleomorphysm. In two samples
taken from the feet, it was observed growth of 7. mentagrophytes
var interdigitale; it was identified on Sabouraud medium. Six
samples were obtained from: scalp (1), skin (2), palm (1) feet
(1) and toe nail (1). Five of them gave positive ureasa test
(day 5), and five hair perforation test after two weeks. One
culture was lost.

Conclusions: Molecular and morphological tests are more
specific, but the physiologic and morphologic studies are
more available and fortunately they are still useful.

Key words: Trichophyton mentagrophytes, tinea, identification,
clinic features.

El género Tricophyton es miembro de la familia Arthrodermataceae
del orden de los ascomicetos Onygenales 2. T. mentagrophytes var
interdigitale es un hongo de distribuciéon mundial, produce colonias
en Sabouraud dextrosa agar planas, de color blanco o crema con
una superficie pulverulenta o aterciopelada y pigmento en el reverso
amarillento o café-rosado, que con frecuencia se hace rojo-café
con el tiempo; se encuentran numerosos microconidios
semiesféricos o piriformes, con algunas hifas en espiral y

clamidoconidios esféricos que se hacen mas abundantes en cultivos
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viejos; también se encuentran algunos macroconidios en clava,
de pared delgada y multiseptados en algunos cultivos.
Hidroliza urea en 5 dias y la perforacion de pelos es positiva.
Su significancia clinica se refiere a que es antropofilico,
causando con frecuencia tifa de los pies cronica,
particularmente de tipo vesicular, tifa del cuerpo (mas
frecuentemente de las ingles), y algunas veces invasion
superficial de la ufia. No se sabe que invada el pelo in vivo,
pero produce perforaciones del mismo in vitro. T. mentagrophytes
var mentagrophytes es la forma zoofilica de . mentagrophytes
con una distribuciéon mundial, que produce colonias
generalmente planas de color blanco o crema con una superficie
pulverulenta o granulosa. Algunos cultivos muestran pliegues
centrales o desarrollan penachos centrales elevados o areas
pleomorficas algodonosas o aterciopeladas. La pigmentacion
del reverso es usualmente café-amarillenta o café rojiza. Se
forman numerosos microconidios unicelulares, con frecuencia
en grupos densos. Los microconidios son hialinos, de paredes
delgadas, y son predominantemente esféricos o semiesféricos,
sin embargo pueden ocurrir ocasionalmente formas en clava o
piriformes. También estan presentes ndmeros variables de
clamidoconidias esféricas, hifas en espiral y macroconidios
delgados, de paredes delgadas, en clava y multicelulares.
Hidroliza urea en 7 dias (usualmente 3 a 5 dias), y perfora
pelos in vitro en 14 dias. Tiene un amplio rango de huéspedes
animales, incluyendo ratones, cricetos, canguros, gatos,

caballos, ovejas y conejos.

Produce lesiones inflamatorias en la piel o en la piel
cabelluda en humanos, particularmente en trabajadores rurales.
Puede ocurrir querion en la piel cabelluda o en la barba. Los
pelos invadidos muestran una infeccion ectoendothrix de tipo

microide, pero no fluorescencia con luz de Wood 3.

La epidemiologia de las infecciones causadas por
T. mentagrophytes no esta completamente clara debido a la
carencia de un sistema de tipificacion confiable para evaluar la
relacion entre las diferentes cepas. El objetivo de este trabajo
fue tratar de determinar con metodologia sencilla pero
universalmente aceptada las variedades de T. mentagrophytes

presentes en este grupo de pacientes.

Material y métodos

Se recibieron en la Seccion de Micologia del Departamento de
Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”
10 aislamientos de dermatofitos provenientes de muestras
clinicas de pacientes de la Ciudad de Asuncion, Repiblica
de Paraguay, con una identificacion preliminar de nueve

como T. mentagrophytes y uno como T. rubrum.

Las muestras clinicas se resembraron en los siguientes medios de
cultivo: agar dextrosa Sabouraud (SDA), agar con antibi6ticos
(Mycosel), agar Czapek Dox y agar papa dextrosa (ADP). Se incubaron
a 30°C durante 30 dias.

Se observaron las caracteristicas macroscopicas de las colonias,
y para estudiar la morfologia microscopica se empled azul de
lactofenol. Posteriormente se realizaron los microcultivos de las
cepas obtenidas, y la produccion de ureasa se comprobd en medio
con urea (agar y liquido). Para la confirmacion de T. mentagrophytes
una de las técnicas utilizadas fue la prueba de produccion de
organos perforadores, la cual se hizo utilizando tierra estéril y pelo
de caballo, inoculando el sistema con cada una de las cepas

sospechosas de T. mentagrophytes.

Resultados

De las 10 muestras sembradas en los cuatro diferentes medios de
cultivo, se encontrd crecimiento en SDA, ADP y Mycosel, y no hubo
crecimiento en agar Czapek Dox (Cuadro 1). De las tinciones de azul
de algoddn realizadas a las cepas desarrolladas, se observo la pre-
sencia de microconidios piriformes y esféricos, asi como de

macroconidios (Cuadro 2).

Se pudo observar que en agar-papa el desarrollo de formas de
reproduccién, asi como de hifas en espiral era mas florido, y que en

resiembras consecutivas el pleomorfismo va siendo cada vez mayor.

Solo en los casos 2 y 8 se encontro la morfologia caracteristica
de las colonias de T. mentagrophytes var interdigitale en Sabouraud
en cajas de Petri. El aspecto de las colonias en tubos de ensayo es

dificil de definir, y varia en cada medio de cultivo.

Cuadro 1. Crecimiento de las muestras clinicas en los

diferentes medios de cultivo.
Muestra Tipo de tina SDA ADP Micosel Czapek Dox
Cabeza

Pies

Pies

+ + + +

Epigastrio

Uda-pie -

Cuerpo

Palma

Pies

Cuerpo
0 Nalga

= O ® N U B W N -
+ + + o+ + o+ o+
+ o+ + o+t

+ 4+ 4+ o+ o+
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Cuadro 2. Estructuras observadas con tincién de azul de

algodén lactofenol

Cepa Microconidios Microconidios Macroconidios Hifas en

piriformes Esféricos espiral
1 + + + +
2 + + + +
3 - + + +
4 + + + +
5 - + + +
6 + + - +
7 + + - +
8 + + + +
9 + + + -
10 + - + +

Cuadro 3. Identificacion final

Muestra Produccién de Presencia de Identificacién
ureasa cuerpo Final
perforante

Tmentagrophytes

variedad
mentagrophytes

2 + + Tmentaﬁmphlytes
e

var interdigita

3 + + T.mentagrophytes
varieda
mentagrophytes

4 + + T.mentaémphytes
varieda
mentagrophytes

Sin Desarrollo T.mentagrophytes

variedad
mentagrophytes

Sin Desarrollo Penicillium sp

T.mentagrophytes

variedad
mentagrophytes

8 + + Tmentag’rophlytes
var interdigitale

Trubrum

10 + Sin Desarrollo T.mentagrophytes
varieda

mentagrophytes

Con respecto a la prueba de produccion de ureasa, se observo
crecimiento de las cepas positivas a T. mentagrophytes en cuatro
dias. En la prueba de produccion de cuerpo perforante, éste se

desarrollo en promedio en dos semanas (Cuadro 3).

Los casos que se presentan fueron causados por 7. mentagrophytes

var mentagrophytes en las localizaciones de piel cabelluda (1 caso),
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pies (1 caso), cuerpo (2 casos), ufia de los pies (1 caso), palma
(1 caso), mientras que T. mentagrophytes var interdigitale afecto

en los dos casos a los pies.

Discusion

Las cepas obtenidas de los casos clinicos estudiados se identifica-
ron inicialmente como T. mentagrophytes con el aspecto macro y
microscopico de las colonias. De los resultados obtenidos, se logrd
confirmar T. mentagrophytes en todas las cepas con las excepciones
del caso 6 del que no logramos nuevamente su aislamiento y de la

cepa 9, que correspondié a T. rubrum.

En la literatura se ha publicado que las formas aisladas con mas
frecuencia de Trichophyton mentagrophytes son las variedades
interdigitale (forma antropofilica), y mentagrophytes (forma
zoofilica). Las principales fuentes de infeccién sugeridas en la tifia
de los pies causada por T. mentagrophytes var interdigitale son
pisos contaminados de bafios y otras instalaciones sanitarias
plblicas, pero no se excluye la transmision directa “. En el caso de
T. mentagrophytes var mentagrophytes las fuentes de infeccion

sugeridas son animales infectados 3.

Desde hace varias décadas se han usado diferentes pruebas
fisiologicas para estudiar y clasificar a los dermatofitos en general,

y a T. mentagrophytes en particular:

En 1975, Noguchi evalud la composicion de azicares de la
pared de los dermatofitos con cromatografia de liquido, siendo

compatible con el examen morfolégico convencional.

En 1977, Staib y cols encontraron que T. mentagrophytes nunca
produce pigmento en agar con albdmina bobina, lo que permite

diferenciarlo de T. rubrum .

Sinski demostré en 1981, mediante analisis de correlacion y de
regresion mltiple de 9 pruebas comparadas con la perforacion de
pelos, que ninguna es tan efectiva como esta Gltima. Mediante un
analisis de error relativo sugirié un esquema de identificacion basado
inicialmente en la utilizacion selectiva de agar-papa-zanahoria para
inducir el desarrollo de microconidios tipicos en cada uno de los
aislamientos primarios que no esporularon, y subsecuentemente
realizar la prueba estandar in vitro de perforacion de pelos sélo en
aquellos aislamientos en los que no se produjeron esporas, todo lo
cual proporciona resultados mas fidedignos °. Por otro lado, Calvo
y cols. refieren que el medio de agar-Sabouraud es el medio mas
adecuado para resaltar al maximo las diferentes caracteristicas

taxonémicas de 7. mentagrophytes .

Los resultados de una evaluacion de la eficacia y precision

del medio con agar-glucosa-leche-violeta de bromocresol en el
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laboratorio clinico realizada por Summerbell, permitio la
demostracion de aislamientos tipicos y atipicos tanto de

T. mentagrophytes como de T. rubrum, en 9 a 10 dias 2.

En sequida se refieren una serie de pruebas moleculares que son
importantes porque permiten clasificar y relacionar las distintas
especies de Trichophyton de una manera precisa, y pueden aclarar
las dudas que surgen cuando las pruebas anteriores no son

suficientes:

Simoens, un intento de determinar la relacion entre las dos
variedades de T. mentagrophytes y sus especies teleomorfas,
prepard los extractos somaticos de dermatofitos del complejo T.
mentagrophytes y de T. interdigitale cultivados en caldo de soya con
tripticasa para un analisis densitométrico con laser. Los resultado
sugirieron que Trichophyton mentagrophytes var interdigitale puede
ser la especie anamorfa del teleomorfo Arthroderma vanbreuseghemii,
y que Trichophyton mentagrophytes var mentagrophytes puede
corresponder tanto al teleomorfo Arthroderma vanbreuseghemii como

a Arthroderma benhamiae °.

La relacion entre T. interdigitale y A. vanbreuseghemii también
fue confirmada por Mochizuki y cols., mediante un analisis de
restriccion enzimatica del DNA mitocondrial . El mismo investigador
encontrd que el anélisis de restriccion enzimatica del DNA celular
total obtenido por el método de minipreparacion que él describe,
puede ser empleado como un recurso alternativo para la

identificacion de T. mentagrophytes y de T. rubrum .

En 1998, Makimura y cols. demostraron la relacidon
filogenética de 37 cepas tipo con aislamientos clinicos del
complejo T. mentagrophytes en Japon basandose en las secuencias del
DNA de la region ribosomal ITS1 (espaciador transcrito interno 1). Se
determinaron tres grupos homoélogos ITS1 y 13 grupos idénticos ITS1.
El grupo de hongos homdlogos ITS1-I consistié en A. vanbreuseghemii,
T. mentagrophytes aislado de humanos y varias cepas de T. mentagrophytes
aisladas de animales. Cinco cepas de A. simii forman el grupo de
homalogos ITS1-II. Las estirpes americano-europeas y africanas de A.
benhamiae, T. mentagrophytes var. erinacei y una cepa de un aislamiento
animal de T. mentagrophytes constituyeron el grupo de homdlogos
ITS1-III. Cuando se incluyé a T. rubrum como un grupo
independiente, los grupos I y II comprendieron un grupo
monofilogénético, y el grupo III constituyd otro grupo mas bien

distante de los otros en el complejo *2.

El analisis de las secuencias de nucleétidos de las secuencias
genéticas de la quitina-sintetasa 1 reveld, segin Kano y cols., que
A. benhamiae, A. simii, A. vanbreuseghemii y T. rubrum fueron
genéticamene distintos unos de otros, pero que T. interdigitale fue

genéticamente muy cercano a A. vanbreuseghemii 3.

En el afo 2001, Kim publicd la aplicacion de un analisis de
amplificacion aleatorizada de DNA polimérfico. Con el iniciador
ATGS las cepas de T. mentagrophytes produjeron bandas con patrones
idénticos a los de A. vanbreuseghemii, independientemente de sus
fenotipos. Con el iniciador ATG, los aislamientos humanos de
T. mentagrophytes dieron lugar a dos subgrupos relacionados con las
morfologias de sus colonias en el momento del primoaislamiento. Tres
tipos morfoldgicos (algodonoso, pulverulento y persicolor), revelaron
bandas idénticas, mientras el tipo granular carecié de una banda
menor (0.74kbp). Los aislamientos de animales de T. mentagrophytes
produjeron 5 patrones de bandas y algunos de ellos fueron idénticos
a los de los aislamientos humanos; con el primer OPAO-15, mostraron
diversos patrones de bandas en contraste con el patron uniforme de

los aislamientos humanos *.

La informacion precedente permite observar que existen una
gran cantidad de pruebas Gtiles para la diferenciacion de las
variedades de T. mentagrophytes, ain cuando autores como Rippon
consideran que ello puede resultar ocioso, debido a que las
caracteristicas microscopicas son idénticas en todas ellas **, y otros,
como Makimura, refieren que los dermatofitos han sido
sobreclasificados cuando son evaluadas sus relaciones filogenéticas
con bases moleculares 2. De cualquier manera, se requiere de una
identificacion rapida, sencilla y de bajo costo para implementar un
tratamiento adecuado con el antimicdtico de eleccion. Otra razon
para identificar las especies causantes de las dermatofitosis es que
la ecologia y prevalencia de las mismas estdn cambiando
dinamicamente, y la utilidad de los métodos tanto tradicionales
como modernos son invaluables en las investigaciones de las

epidemias.

Por otro lado, se debe considerar que en los paises en vias de
desarrollo que presentan un nimero considerable de casos con
tifias, no disponen de recursos técnicos y econdmicos para realizar
pruebas sofisticadas, por lo que las pruebas basadas en aspectos
fisiolégicos y morfoldgicos son una alternativa de diagndstico

adecuada para determinar la presencia de dermatofitosis.
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