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Recepcidén versién modificada: 4 de noviembre de 2004

Resumen

Se llevo a cabo un estudio en la sierra sur de Oaxaca de
aislamiento de cepas silvestres de Sporothrix schenckii a
partir de muestras de tierra, asi como investigacion de
reactores positivos a la intradermorreaccion con Esporo-
tricina. El estudio se llevo a cabo a partir de la recoleccion
demuestras de tierray suposterior procesamiento mediante
métodos de dilucion y aislamiento del hongo en medios
habituales de cultivo de Sabouraud simple y Sabouraud
con antibioticos (SS y SA). Las cepas presuntivas se
sometieron a pruebas de dimorfismo, formacion de melanina
ycomprobacion de virulencia en animales. Se investigaron
los reactores positivos a la Esporotricina L (Levaduriforme).
Seidentificaron tres cepas presuntivas por sus caracteristicas
reproductivas, formacion de melaninay capacidadvirulenta.
En la comunidad se investigaron a 144 individuos dando
positivos a la Esporotricina L el 6.25%. Se comprueba el
aislamiento de cepas virulentas de S. schenckii a partir de
la naturaleza (suelo) y se comprueba primocontacto con
éste en un porcentaje de la poblacion estudiada.

Palabras clave: Sporothrix schenckii, esporotricosis, aisla-
miento, Esporotricina.

Introduccion

La esporotricosis es una micosis subcutanea y excep-
cionalmente sistémica, causada por un hongo dimorfico
denominado Sporothrix schenckii. Es un padecimiento de
curso subagudo, que afecta primordialmente piel y
linfaticos, en forma de lesiones gomosas.' Es una micosis
cosmopolita, con predominio en algunos paises como

aceptacion: 28 de noviembre de 2004

Summary

We conducted a study in the southern mountains of the
Mexican State of Oaxaca that consisted of isolation of wild
Sporothrix schenckii strains obtained from soil samples
and investigation of positive reactors to skin test reaction
with sprotrichin antigen. The study was conducted by
means of recollection of soil samples and processing of
these with dilution methods and fungalisolation in ordinary
culture media Sabouraud simple Agar with and without
antibiotics (SS, SA). Suspected strains underwent dimorfism,
melanin formation, and virulence confirmation tests.
Investigation of positive reactors to sporotrichin Y (yeast)
was also conducted. Three supposed strains were identified
dueto theirreproductive characteristics, melaninproduction,
and virulence. In the community; 144 individuals were
studied, ofwhom 6.25% werepositiveto sporotichin. Isolation
of virulent strains of Sporotrhix schenkii from nature (soil)
and primoinfection of a percentage of the studied population
were confirmed.

Key Words: Sporothrix schenckii, sporotrichosis, isolation,
sporotrichin.

Japon, Australia, México, Uruguay, Brasil, Colombia,
Pertuy Guatemala. >* En nuestro Pais, este padecimiento
ocupa el primer lugar de las micosis subcutaneas.? La
esporotricosis podria presentarse en unamayorfrecuencia,
pero no se detecta debido posiblemente a un diagndstico
deficiente como el ocurrido enla epidemiade 1988en EU,
donde solo 15% de los pacientes fueron prescritos
correctamente después del reconocimiento inicial.’

* Laboratorio de Micologia Médica del Servicio de Dermatologia, Hospital General de México OD.
** Profesor y Jefe del Departamento de Micologia, Servicio de Dermatologia, Hospital General de México OD.
Correspondencia y solicitud de sobretiros: Alexandro Bonifaz. Zempoala 60-101, Narvarte 03020. México D.F. Correo electrénico:
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Aislamiento de Sportothrix schenckii

S. schenckii se encuentra en la naturaleza en suelos,
pastos, plantas, y también se ha reportado su aislamiento
de la naturaleza a partir de brotes epidémicos como en
Transvaal®y Estados Unidos (EU),5” asi como en zonas
endémicas de Uruguay® y Brasil.® No todas las cepas
aisladas de S. schenckii son virulentas, una de las
principales caracteristicas asociadas a su patogenicidad
es su dimorfismo.'® La mayoria de los aislamientos repor-
tadas en la literatura esta relacionada con casos de
esporotricosis, pero se desconoce lo que ocurre enregiones
que cumplen con las condiciones ecoldgicas de humedad
y altitud, pero que no hay reportes de esta enfermedad. El
objetivo del estudio fue aislary caracterizar a S. schenckii
de la naturaleza, en una regién del sur de México que no
es conocida por su endemicidad a la infeccién, asi como
la investigacion de reactores positivos al antigeno intra-
dérmico (Esporotricina).

Material y métodos
Aislamiento de la naturaleza

Elpresente estudio se llevé acabo enlacomunidad rural
de Sta. Maria Quiegolani, en la sierra sur de Oaxaca,
México, se tomaron 125 muestras de tierra de cultivo, y
circundantes a las viviendas, las cuales se mantuvieron
a4°Chasta suprocesamiento. Para el aislamiento se usé
1 g de tierra que se diluyé en 10 ml de agua estéril, se
realizaron 10 diluciones seriadas del orden 1:10. Cada
dilucién se sembrdé en placas de SS y SA, incubandolas
a28°Cdurante 72 h. Se realizaron observaciones coloniales
y microscopicas, éstas ultimas con azul de lactofenol.
Las colonias presuntivas de S. schenckii se sometieron
a tres pruebas: dimorfismo, presencia de melanina e
infeccion experimental en animales.

Caracterizacion microbioldgica de S. schenckii

1. Dimorfismo: las cepas presuntivas de S. schenckii
y una cepa proveniente de un aislado clinico (CC-
89998) se sembraron en Agar BHI a 37°C. Se
realizaron pases sucesivos cada tercer dia en BHI
hasta que se observo el desarrollo de levaduras por
parte de la cepa control.

2. Presencia de melanina: la cepa CC-89998 vy las
cepas presuntivas de S. schenckiise sembraron en
Agar alpiste negro, peptona dextrosa Agar (PDA) y
Agaramaranto a 28°C, alas 72 h se observaron las
caracteristicas microscépicas.

3. Virulenciaenratones:laslevadurasapartirdelaultima
placade AgarBHI, seresembraronencaldoBHIa37°C
durante siete dias. Posteriormente se centrifugd a 3000
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rpm. durante 5 min y se desechd el sobrenadante. El
sedimento se resuspendié en 5 ml de SSly se repitié
elprocesohastacompletartreslavados, parafinalmente
resuspender en 1 mlde SSI. Las levaduras se cuanti-
ficaron con camara de Neubauery se diluyeron hasta
obtener una concentraciéon de 10° levaduras/ml. Se
inocularon 30 ratones Balb-c machos de 20-25g con
500 pl de la suspension de levaduras por via intrates-
ticular (IT). Como control positivo se inoculd la cepa
CC-89998 y como control negativo 1 ml de SSI. Los
ratones se revisaron cada tercer dia en busca de
lesiones, se sacrificaron después de 45 dias. Una
alicuota de 500 pl de la suspension de levaduras, con
laquefueroninoculadoslosratones, se sembroen SA.

Reactores positivos a Esporotricina en la comunidad.

Pormedio de un muestreo por conveniencia, las personas
que aceptaron participar, previo consentimientoinformado,
se les aplico intradérmicamente en el brazo izquierdo 0.1
mlde antigenolevaduriforme de S. schenckii(Esporotricina
L) a una dilucién de 1:4,000. Los resultados de la intra-
dermoreaccion (IDR) se interpretaron después de 48 h,
considerandose positivos aquellos que presentaron una
induracion eritematosa igual o mayor de 5 mm.

Resultados
Aislamiento de la naturaleza

Se identificaron nueve géneros diferentes de hongos:
Acremonium sp, Alternaria sp, Aspergillus sp. Beauveria
sp, Fusarium sp, Paecilomyces sp, Penicillium sp, y
Verticillium sp. Tres cepas silvestres se identificaron de
manera presuntiva como Sporothrix spp, (CS-001, CS-002
y CS-003). En el cuadro | se presentan las caracteristicas
coloniales y microscopicas de las cepas silvestres y de la
cepa control positivo (CC-89998). (Figura 1)

Caracterizacion microbioldgica de S. schenckii.

1. Dimorfismo: la cepa CC-89998 proveniente de un
aislado clinico, presento levaduras y blastoconidias
eneldia 24 posterioralasiembraenBHIla37°C. Las
cepas silvestres CS-001 y CS-002 desarrollaron
pequenas levaduras y conservaron algunas hifas al
dia24,encambio, lacepa CS-003nodesarrolld desde
el primer pase a los 3 dias posteriores a la siembra
inicial.

2. Compuestos melanoides: las cepas CS-001, CS-
002 y CC-89998, presentaron una pigmentacion
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oscura en funcidon del medio utilizado, negro en
alpiste, verde en PDAy negro enamaranto. Lacepa
CS-003 no presentd pigmentacién oscura, en Agar
amaranto desarrollé una coloracién gris que se torné
blanca con el tiempo. Las cepas CS-001, CS-002y
la CC-89998 desarrollaron conidias pigmentadas, no
asi la cepa CS-003.

Modelos animales: las cepas CS-001, CS-002 y
CC8999 desarrollaron lesiones testiculares en los
ratonesinoculados con presenciade levadurasde S.
schenckii, 1a cepa CS-003 ocasiond orquitis y enlos
controles negativos no se observaron lesiones. Las
lesiones originadas porlas cepas CS-001, CS-002y
CC8999desaparecieron entre los 40-45 dias después
de la inoculacién. (Figura 2) La viabilidad de las
levadurasinoculadas se comprobd, aldesarrollarse
colonias miceliales en SA. Las cepas CS-001y CS-
002 se consideran como S. schenckii por la
transformacion dimorfica. La cepa CS-003 no. Por
tanto en este estudio solamente se confirma el
aislamiento de dos cepas de S. schenckii.

Un resumen de las pruebas confirmatorias y de
virulencia para S. schenckii, se presenta en el cuadro Il.

Sanchez-Aleman MA, y cols.

Reactores positivos a Esporotricina en la comunidad

Se estudio un total de 144 personas, 62 hombres y 82
mujeres, de unacomunidad de 800 habitantes aproximada-
mente. En nueve personas se detectd una reaccion
positiva ala Esporotricina, 6.25% de lamuestra estudiada.
En el cuadro lll, tres se presenta la frecuencia de
reactores positivos a la Esporotricina en funcién de las
caracteristicas sociodemograficas estudiadas. Las
mujeres de lamuestratuvieron 2.8 veces mas probabilidad
de haber estado en contacto con S. schenkii que los
hombres. Los menores de 15 afnos del estudio presentaron
5.5veces mas riesgo de ser positivos para la Esporotricina
en comparacion con las personas de 16 a 30, pero un
riesgo aun mayor (8.0 veces) se detecto en la poblacién
de 31-60 ahos. Las personas que carecen de instruccion
escolarpresentaron 2.6 veces mas riesgo de ser positivos
a la Esporotricina que los individuos con algun grado de
escolaridad. Losmenoresylasamasde casatuvieron2.9
veces mas probabilidad de haber estado en contacto con
S. schenckiien comparacion de los estudiantes y campe-
sinos. Al analizar los resultados por razones de momio,
ninguna de las asociaciones encontradas en el estudio
resultaron estadisticamente significativas.

4 N\
Cuadrol. Morfologia de cepas silvestres de S. schenckii
Cepa Morfologia colonial Morfologia microscépica
Forma Elevacion Color Hifas Conidias
S.schenckii
CS-001 Radiada Coéncava Crema Hialinasy Simpodialesy
septadas aisladas
CS-002 Radiada Céncava Crema Hialinasy Simpodialesy
septadas aisladas
Presuntiva
CS-003 Radiada Céncava Café Zarcillos Microconidias
Control
CC-89998 Radiada Céncava Crema Hialinas Simpodialesy
\_ y septadas aisladas )
e N
Cuadrol ll. Caracterizaciéon microbioldgica de S. schenckiiaislado de la naturaleza
Cepa BHI PDA Amaranto Alpiste Ratones
37°C Pig* Col° Pig* Col° Pig* Col° LT®  INT*
CS-001 + + + + + + + + +
CS-002 + + + + + + + + +
CS-003 - - - - - - - - +
CC-89998 + + + + + + + + +
. J
*Conidias pigmentadas. °Coloracién oscura de las colonias (verde/PDA, negra/amaranto, negra/alpiste negro). 8Lesiones Testiculares
(con presencia de levaduras). *Inflamacién Testicular.
Gac Méd Méx Vol. 140 No. 5, 2004 509
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Figura 2. Esporotricosis experimental. Forma diseminada.

fCuadro lll.- Caracteristicas sociodemograficas y reactores\
positivos ala Esporotricina
Caracteristica Total Pos (n) %
Sexo
Mujer 82 (7)8.5%
Hombre 62 (2)3.2%
Edad*
0-15 59 (5)8.5%
16-30 60 (1)1.7%
31-60 25 (3)12.0%
Escolaridad
Ninguna/Menor 36 (4)11.1%
Alguna 108 (5)4.6%
Ocupacion
Hogar 46 (5)10.9%
L Estudio de campo 98 (4)4.1% )

Pos= Positivos; n = nimero de casos.
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Discusion

La descripcion colonial de las cepas CS-001 y CS-002,
asi como la morfologia microscdpica que identificd
microconidias simpodiales y aisladas, fueron semejantes
a la cepa control CC-89998 y a las caracteristicas
descritas por diversos autores,?®'" ademas, la identifi-
cacion de S. schenckii se confirmé con el dimorfismo
termo/nutricional, al observarse formas levaduriformes
en dos cepas silvestres.

Las caracteristicas ecolégicas de la comunidad rural
donde se encontré a S. schenckii, como el clima (5-20°C),
laalta humedady la presencia de pinosy eucaliptos, son
similares a las reportadas en otros aislamientos.'?'s En
México se han reportado aislamientos silvestres de S.
schenckii en tres zonas donde se describieron casos
clinicos de esta micosis y uno en zona endémica de
Jalisco.™ El presente trabajo es el primero en reportar el
aislamientode S. schenckiide la naturaleza en unaregion
que no es conocida como endémica de esporotricosis,
que sinembargo, cumple con las condiciones ecoldgicas
para encontrar alhongoy posiblemente la enfermedad.

El aislamiento de S. schenckii no es suficiente para
predecir la presencia de la infeccion en la poblacion, es
necesario, entre otros factores, que las cepas sean
potencialmente patégenas. Eldimorfismotermo/nutricional
de S. schenckii es un factor de virulencia importante y
selectivo, porque la rapidez conla que un hongo pasa de
laformamicelial alalevaduriforme in vivoes determinante,
debido a que las hifas son eliminadas mas eficazmente
por el organismo.' En el presente trabajo, las cepas
silvestres CS-001 y CS-002 presentaron dimorfismo
como un factor de virulencia, la cepa CS-003 no lo
presento, sin embargo, se sabe que no todas las cepas
que por morfologia colonial y microscépica son identi-
ficadas como S. schenkii, tienen la capacidad de crecer
a37°C.'®

Las melaninas son compuestos bioquimicos que
presentan diversos microorganismos, aunque no son
esenciales para sudesarrollo, son unfactorde virulencia
importante de muchos hongos patégenos.'”'® Los
compuestos melanoides se ponen de manifiesto en
medios de cultivocomo PDAYy alpiste negro, observandose
colonias con una pigmentacion oscura, tal como las
cepassilvestres CS-001y CS-002, considerandose como
un factor de virulencia importante, propio de cepas
patégenas que pueden llegar a originar esporotricosis El
pigmento oscurode S. schenckiisolo se encuentraenlas
conidias,'® son estas estructuras infectivas las menos
susceptibles a laluz UV, a la ionizacion y a la accion de
radicales libres,ademas de presentar mayor resistencia
alafagocitosis.' Las conidias pigmentadas observadas
enlas cepassilvestres CS-001y CS-002 sonla presencia
de compuestos melanoidesy el dimorfismo, son factores
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de virulencia observados in vitro y la utilizacién de
modelos animales pone de manifiesto lainfeccion in vivo.
Una investigacion mostr6 que al inocular ratones
subcutaneamente con aislados clinicos de S. schenckii,
las lesiones aumentaron durante la primer semana,
disminuyendo enlatercera para desaparecerdespuésde
seis semanas.?® Estos resultados de aislados clinicos
son semejantes a lo observado con las cepas CS-001y
CS-002 de aisladas de la naturaleza, las cuales después
de la inoculacion IT, provocaron lesiones que desapa-
recieron de los 40 a 45 dias.

Dixon etal®encontraron que las cepasde S. schenckii
que crecen a 37°C, productoras de colonias oscuras y
conidias pigmentadas en Agar PDA, ocasionan una
infeccionfatal en ratonesinoculados porviaintravenosa.
En Uruguay también se demostré la correlacion entre la
pigmentacionde S. schenckiiy la virulencia, al observarse
orquitis en ratones inoculados IT y lesiones en cola y
patas posterior a lainoculacion IP.2 Las cepas silvestres
CS-001yCS-002 asicomolacepacontrol CC-89998, son
semejantes alas cepas de aislados clinicos y patégenas
silvestres reportadas por Dixon et al durante la epidemia
estadounidense de esporotricosis.”® Nuestro estudio
demostro coloracion oscura de las colonias, asi como el
dimorfismo a 37°C.

De lapoblacion estudiada 6.25% presentd inmunidad
celular contra S. schenckii, con lo que se evidencia el
contacto delhongo conla poblacién. Ladilucion utilizada
paralaIDRfue 100 veces menoralarecomendada, para
evitar posibles reacciones inespecificas, por lo que el
numero de reactores positivos se incrementaria al usar
las concentraciones habituales de Esporotricina.

La mayor frecuencia de reactores positivos a la
Esporotricinafue en mujeres, que contrasta con los datos
delaenfermedad en México, que muestran unafrecuencia
ligeramente mayor en los hombres, tanto del Centro
Dermatoldgico Pascua?' como de un estudio multicéntrico
en Jalisco.? Investigaciones en otras partes del mundo
mencionan a la mujer como mas susceptible a la
infeccidn,?*2de manera similar a lo que se encontro en
nuestro trabajo. El riesgo en los nifos y adolescentes
estade acuerdoaloreportado en el Centro Dermatolégico
Pascua y el estudio de Jalisco,?2 donde muestran cierta
preferencia de la esporotricosis por los menores de 15
anos, tal como lo menciona también el reporte de Peru.*
El mayor riesgo de haber estado en contacto con S.
schenckii se detectd en los adultos (31-60 afos) esto
puede deberse a que la respuesta celular se mantiene
positiva casi de por vida.?!

Laesporotricosis predominaen el nivel socioecondmico
bajo, debido a suformade adquisicion.?' Elpueblo de Sta.
Maria Quiegolani donde se realiz6 la investigacion, se
encuentra en el mas bajo nivel de bienestar en funcién de
la clasificacion del Instituto Nacional de Estadistica,
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Geografia e Informatica (INEGI),? sinembargo, al interior
de la comunidad existen diferentes estratos sociales,
siendo los mas vulnerables aquellos que carecen de
escolaridad, asi como las amas de casa y los menores,
coincidiendo con los reactores positivos a Esporotricina,
que los coloca en unmayor riesgo de estar en contacto con
elhongoy como consecuencia de adquirirla enfermedad.

Selograronaislardos cepas silvestres patdgenasde S.
schenkii en una region que no es reconocida por su alta
frecuencia de esporotricosis, como el occidente y el centro
del pais.2 También se comprobo el contacto S. schenckii-
humano, al encontrarse 6.25% de reactores positivos a la
Esporotricina. Por tanto, es factible que la esporotricosis
se encuentre presente en esta comunidad de la sierra sur
de Oaxaca, y en muchas otras comunidades rurales de
México, mal diagnosticada y pasando inadvertida por el
personal de salud.

Agradecimientos: A la M. en C. Gabriela Echaniz por los
comentarios y asesoramiento para la realizacion de este
trabajo.
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