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Resumen

La esporotricosis es una infeccion subaguda o crénica, causada
por especies distintas del grupo Sporothrix. La infeccién se ad-
quiere generalmente por inoculacién cutanea. La lesién inicial
suele ser una papula, nédulo o placa verrucosa presente en el
sitio de la inoculacién; a veces evoluciona a la forma pustular
y se ulcera (esporotricosis fija). La variedad linfocutanea se
caracteriza por una cadena ascendente de nédulos a lo largo
de los canales linfaticos. Rara vez son afectados otros tejidos
por la diseminaciéon hematégena; cuando se observa, afecta
principalmente personas inmunocomprometidas (1.5% de
los casos). El diagndstico de laboratorio definitivo requiere el
aislamiento del Sporothrix schenckii en los medios de cultivo.
Los hallazgos histopatoldgicos son: granulomas supurantes
con neutrdfilos, histiocitos y células gigantes, rodeadas por
linfocitos y plasmocitos; asi como demostracién de «cuerpos
asteroides» o levaduras en la biopsia, y analisis molecular
del ADN por restricciéon enzimatica, método utilizado en la
investigacion epidemioldgica. Este trabajo presenta la revision
critica de los métodos de laboratorio disponibles, con la des-
cripcion actualizada del agente etioldgico y la epidemiologia
de la esporotricosis en México.
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Abstract

Sporotrichosis is a sub acute or chronic infection caused by
multiple distinct species of Sporothrix. Infection is usually
acquired by cutaneous inoculation, an initial papule, nodule
or verrucous lesion forms at the site of skin inoculation,
and it becomes pustular and ulcerates (fixed type). In the
lymphocutaneous form, an ascending chain of nodules de-
velops along skin lymphatic channels. Rarely other tissues
are involved by hematogenous dissemination particularly in
inmunocompromised hosts (1.5% of cases). Definite labora-
tory diagnosis requires the isolation of Sporothrix schenckii in
culture. The histologic findings are: a suppurating granuloma
with neutrophils, histiocytes and giant cells surrounded by
lymphocytes and plasma cell, «asteroid bodies» or yeast forms
can be demonstrated in the biopsy samples. Antibody mea-
surement techniques are also available, as well as molecular
DNA-restriction-analysis, used as epidemiology research tools.
This paper presents an up-date critical review of laboratory
diagnostic methods and techniques available, with a full recent
description of the etiologic agent, and the epidemiology, of
sporotrichosis in Mexico.
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Introduccion

La esporotricosis es una infeccién micética
subaguda o crénica, causada por el hongo
dimérfico Sporothrix schenckii presente en los
suelos."? Clasicamente, se habia identificado una
sola especie, pero con la revolucién molecular-
filogenética se ha podido reconocer cuando menos
cinco clases diferentes, distribuidas por regiones
geograficas diversas, tales son: S. schenckii sensu
strictu, S. brasiliensis y S. globosa, capaces de causar
enfermedad humana y animal; las otras dos son S.
mexicana y S. albicana no asociadas con ninguna
enfermedad.’* Los casos clinicos son causados por
la inoculacién traumatica de los hongos existentes
en la materia organica y los suelos ricos en humus
vegetales, o por astillas de madera de la corteza de
los eucaliptus y pinos que penetran la piel; a veces
las lesiones se propagan por los vasos linfaticos
regionales, aunque la diseminacién hematdgena
ha sido infrecuente.® Ocasionalmente, el agente
es inhalado o llega a la conjuntiva, generando
neumonias o blefaroconjuntivitis. Las personas
inmunodeprimidas suelen sufrir lesiones extensas
y milltiples; el alcoholismo crénico y la diabetes
mellitus descontrolada parecerian ser los factores
de riesgo en la forma osteoarticular.”

Las formas clinicas

La esporotricosis cutanea es una enfermedad poli-
morfa con tres formas de manifestaciones clinicas
y algunas variantes morfopatolégicas® (cuadro ).
La cutanea linfatica o linfagitica, predomina en
extremidades superiores (antebrazo y manos) y
en la cara de los nifios.

El traumatismo frecuentemente pasa inad-
vertido y, después de un periodo de incubacién
promedio de tres semanas (rango: cinco dias a
seis meses), sobre el dedo inoculado comienza un
proceso inflamatorio localizado de aspecto banal:
aumento de volumen, enrojecimiento, ulceracién
y costras, los bordes levantados y el color rosado
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a violeta, es el llamado chancro esporotricésico
(figura 1). La lesién inicial suele ser poco dolorosa
y no involuciona con los medicamentos antibacte-
rianos habituales. Persiste asi por semanas o meses,
y puede dejar cicatrices residuales. Con mayor
frecuencia, después de dos a tres semanas, sobre
el dorso de la mano aparece otra lesién semejan-
te (figura 2). Luego, otras mas siguen el trayecto
de los linfaticos en forma escalonada; se ulceran
cubriéndose de costras, en ocasiones confluyen y
se profundizan por necrosis, alcanzando incluso el
tejido 6seo subyacente, es la esporotricosis gomosa
hiperérgica (figura 3). Los ganglios linfaticos son
atacados rara vez.

Los ninos sufren aranazos sobre la cara al estar
jugando en los matorrales espinosos; de este modo
se producen lesiones sobre la punta de la nariz,

Cuadro I. Tipos clinicos de la esporotricosis.

A. Cuténeas*
Linfocutanea
Fija o localizada**
- Nodulopapular
- Ulcerosa (chancro)
- Verrucosa (placa)
- Furunculoide
B. Mucosas
Ocular*#**
Nasal
Laringea
Otras
C. Extracutéaneas
Osteoarticular y tendinosa
Pulmonar
Meningea
Diseminada***#*
D. Esporotricosis-infeccion, sin lesiones aparentes

* Las fuentes de la infeccién son las plantas espinosas (rosales,
bugambilias), el contacto con el musgo Esfagnum o la paja
mohosa y los arafnazos o mordeduras de gatos infectados.

** Los enfermos habrian tenido contacto previo con los antigenos
fungicos, por ello desarrollaron inmunidad celular protectora
(prueba de la esporotricina positiva).

#*% | a variante palpebraconjuntival se ha observado en nifios de
las regiones hiperendémicas.
#¥k%  |esiones multiples, curso clinico acelerado y gran cantidad de
levaduras en las Ulceras, particularmente en aquellos sujetos
inmunodeficientes debido al VIH.

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 59, Num. 3, pp 147-171 ¢ Julio - Septiembre, 2012



Carrada BT. Esporotricosis

Figura 1. Chancro esporotricésico ulceroso del dedo anular
derecho, registrado después de un microtraumatismo causado
por un carrizo seco. El S. schenckii se cultivé a partir de las
escamas y el pus enviados al laboratorio.

Figura 4. Al estar jugando fuera del hogar, los nifios se arafian
la nariz (lesién primaria), aparecen luego dos cadenas bilate-
rales de linfaticos lineales e hinchados sobre las mejillas. La
esporotricosis facial es prevalente en las regiones endémicas
de Jalisco y Puebla, México.

Figura 2. Esporotricosis linfagitica del dedo indice derecho,
porcién distal, registrado en ama de casa quien se espiné al
cultivar los rosales. Obsérvese la Ulcera distal, seguida por
dos nédulos rojoviolaceos no ulcerados. Las levaduras se
demostraron en la biopsia; el hongo se recuperé por cultivo
de las escamas y costras.

Figura 3. Esporotricosis gomosa hiperérgica del brazo, detec-
tada en un jardinero joven. Obsérvense las lesiones ulcerosas
y profundas con bordes levantados y violaceos.

Figura 5. Esporotricosis fija (localizada). Se observa la placa
verrugosa Unica y fisurada, sin propagacion distal, en un alfa-
rero quien habia manejado el zacate seco para empaque por
mas de |15 afos. Los microtraumatismos repetidos confieren
inmunidad residual protectora.

Figura 6. Esporotricosis diseminada ulcerosa. Mujer de 42
aflos con diabetes mellitus tipo 2 descontrolada. La sefiora
vendia y manejaba tierra para macetas.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica
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seguidas por dos cadenas nodulares sobre ambos
lados de la cara’ (figura 4). A veces, se forman pla-
cas de color rojo violaceo, con lesiones satelitales
mas pequefas. Se ha descrito también la variedad
micetomatoide con lesiones fistulosas, supurantes,
y aumento de volumen regional.'®

En el diagnéstico diferencial del sindrome linfo-
cutaneo se deben considerar la tuberculosis y las
micobacteriosis, la tularemia, la coccidiodomico-
sis, la blastomicosis, el micetoma y otras micosis
(cuadro I1).'2

La forma cutanea fija es mas frecuente en las
regiones geograficas hiperendémicas; es donde
la poblacién ha sufrido la infeccién inaparente y
se ha sensibilizado frente a los antigenos del S.
schenckii (prueba de la esporotricina positiva). En
esta variedad no hay diseminacién; la lesién inicial
permanece como nédulo, chancro Unico o placa
escamoverrucosa con los bordes bien limitados'
(figura 5). El diagnéstico diferencial debe hacerse
con leishmaniasis, cromomicosis, tuberculosis y
nevo verrugoso. La forma diseminada ha sido la
menos frecuente de todas (29%); se ha registrado
principalmente en las personas inmunodeprimidas
con SIDA,'? diabetes mellitus descontrolada, linfo-
ma, o uso de medicamentos inmunosupresores. Las

Cuadro Il. Organismos causantes del sindrome
cutanlinfangitis nodular

A) Causas frecuentes
Sporathrix schenckii
Nocardia brasiliensis
Mycobacterium marinum
Leishmania brasiliensis

B) Causas poco frecuentes
Nocardia asteroides
Mycobacterias atipicas
Francisella tularenses
Blastomyces dermatitides
Coccidioides immitis
Cryptococcus neoformas
Histoplasma capsulatum
Streptococcus aureus
Pseudomonas pseudomallei
Bacillus anthracis
Virus del cowpox
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lesiones nodogomosas o las placas verrucostrosas
multiples se distribuyen sobre la piel (figura 6), los
huesos y otros érganos.

La lesién osteoarticular se diagnostica sélo cuan-
do el clinico es alerta y cuidadoso. En una revisién
de 30 casos extracutaneos, 80% tuvieron lesiones
4seas, con artritis destructiva y osteolitica,'® sino-
vitis o periostitis, principalmente en los huesecillos
del carpo, metacarpo (figura 7) y tibia, radio-cubito,
fémur y costillas. Los enfermos se quejaban por
dolor, hinchazén articular y limitacién progresiva de
la movilidad articular. La puncién permitié obtener
un exudado serosanguinolento, rico en proteinas y
leucocitos, el cual se aproveché para ser inoculado
en los medios de cultivo apropiados. En general,
las levaduras fueron mas abundantes en los casos
con esporotricosis extracutanea.

La esporotricosis pulmonar es causada por la
inhalacién de las esporas. Se ha diagnosticado prin-
cipalmente en los hospitales urbanos que tienen la
fortuna de contar con un laboratorista capacitado
en micologia clinica. Hoy en dia se considera una
enfermedad no rara, capaz de producir neumo-
nitis lobar, pleuritis y lesiones cavitadas de pared
delgada'* (figura 8). En el diagnéstico diferencial
debera considerarse tuberculosis, histoplasmosis,
paracoccidiodomicosis, coccidiodomicosis y blas-
tomicosis.'?

Los ojos han sido atacados con frecuencia baja,
principalmente los parpados,'¢ la conjuntiva y el
aparato lacrimal (70% de los casos publicados),
con lesiones ulcerosas o gomosas, que suelen ex-
tenderse por la érbita.

Ecologia y epidemiologia

La esporotricosis es cosmopolita: en América,'’
los paises con mayor nimero de casos publicados
son: Brasil, México, Colombia, Pert, Uruguay,
Venezuela, Costa Rica, Guatemala y los Estados
Unidos de Norteamérica; Australia en Oceania; en
Asia son Japén, India, China oriental y Corea del
Sur. En Africa sélo la Republica de Africa del Sur. En
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Figura 7. Esporotricosis osteoarticular dolorosa de la muiieca
y los dedos de la mano, registrada en un joven de 27 afios
VIH positivo. El hongo se cultivé a partir del exudado sinovial,
obtenido por puncién.

Figura 8. Esporotricosis pulmonar observada en un carpinte-
ro. En la placa simple del térax se ven dos lesiones cavitadas
con pared delgada, situadas en los I6bulos superiores. Los
frotis y cultivos para Mycobacterium sp fueron repetidamente
negativos, el S. schenckii se cultivé en las muestras obtenidas
por endoscopia bronquial.
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Europa se conocen focos endémicos pequenos en
Italia del Sur, Espana y las Islas Britanicas.'°

En México ocupa el segundo lugar entre las
micosis subcutaneas, después del micetoma.
Dos entidades federativas han registrado el ma-
yor nimero de casos confirmados: la Ciudad de
México'®"? y Jalisco,??' seguidos por Guanajuato
(Acambaro y Dolores Hidalgo).?2 Otro foco en-
démico principal se encuentra en la Sierra Norte
de Puebla (Huachinango, Necaxa, Xicotepec de
Juarez),”>** extendiéndose por los valles y canadas
de la Sierra Madre Oriental por Hidalgo y Veracruz
(las Huastecas),?*? ademas del Estado de México,
Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Nayarit, San Luis
Potosi, Zacatecas y Querétaro (figura 9).

La esporotricosis ha sido muy rara o inexistente
en los estados aridos de la frontera norte, la penin-
sula de Baja California, Sinaloa?” y Yucatan.” No hay
estudios suficientes para juzgar laimportancia de la
endemia en el sureste tropical y selvatico. No se ha
podido establecer una relacién clara de la incidencia
seglin meses del ano, porque los enfermos acuden
a los servicios de salud tardiamente, pero en el
Centro Dermatolégico Pascua, en la Ciudad de
México, Distrito Federal, se registrd una afluencia
mayor a fines del otofio cuando se ha levantado la
cosecha del maiz-rastrojo y, en la época invernal
seca, particularmente a comienzos de noviembre,
cuando tiene lugar la fiesta de los Fieles Difuntos:
los mexicanos desde tiempos prehispanicos cele-
bran la muerte preparando bellas ofrendas florales
y guirnaldas, esperando el regreso anual de los
familiares fallecidos.? La venta de rosas y adornos
florales se dispara también el 12 de diciembre
con la fiesta de la Virgen Guadalupana patrona de
México, y durante las festividades navidenas, el 14
de febrero dia del amor y la amistad. México es la
tierra del maiz, las flores y las rosas y las artesanias
de barro hechas a mano; estas Ultimas se producen
en Tlaquepaque y Tonald, Jalisco, y se acostumbra
empacarlas con zacate seco para su exportacion
a Monterrey, Nuevo Leén, y Ciudad Juarez, Chi-
huahua, en donde se han registrado algunas epi-
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demias «de los alfareros».?3 La esporotricosis es
dermatosis ocupacional propia de los campesinos
(25%), en contacto diario con la tierra, la lena,
las acacias, la paja mohosa del trigo y los zacates
diversos, usados también para rellenar los huacales
con frutas tropicales, otros oficios de riesgo alto
son los desempefiados por albaiiles, y trabajado-
res de la construccién, pepenadores, plantadores
de arboles, madederos, carpinteros, floricultores,
cafetaleros y trabajadores de los viveros. Tienen
riesgo importante también las amas de casa (25%),
al cultivar y mantener gran variedad de plantas de
ornato, rosales, bugambilias y cactaceas espinosos.
Los menores de |5 anos (29%) se infectan al jugar
entre los matorrales secos y espinosos, producién-
dose lesiones faciales y de los miembros superiores,
rara vez sufren las mordeduras y arahazos de ratas,
ardillas, tejones, gatos domésticos, iguanas o las
picaduras de insectos.

Las regiones endémicas reconocidas tienen
como caracteristicas: clima subtropical o templado
con lluvias abundantes en verano, temperatura
media anual que no rebasa 39°C e invierno frio (2
a 10 °C) con heladas y granizadas ocasionales. En
general, la esporotricosis es mas prevalente en las
comunidades rurales con nivel socioeconémico
bajo. En el laboratorio el desarrollo éptimo del
Sporothrix schenckii se da entre 25y 27°C, Brown
y colaboradores demostraron que el hongo crecia
bien sobre las maderas usadas en los andamios
de las minas (26-28 °C), siempre y cuando la hu-
medad relativa no cayera por debajo de 92%; sin
embargo, el hongo pareceria ser resistente al frio,
habiéndosele aislado incluso a partir de las carnes
refrigeradas.

Experimentalmente, la doctora Kwong-Chung
observé que las capas termotolerantes, a 37 °C
se multiplicaban en los érganos internos de las
ratas y ratones inoculados, pero crecian mejor y
mas rapidamente en los testiculos. Los roedores
mantenidos entre 2 y 5 °C presentaban lesiones
miliares abundantes en las visceras y musculos
de las plantas traseras; a 13-17 °C los animales

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 59, Num. 3, pp 147-171 ¢ Julio - Septiembre, 2012



Carrada BT. Esporotricosis

mostraban lesiones sélo en las plantas posteriores,
pero a 31 °C no se desarrollaba ninguna lesién.

La esporotricosis endémica es muy rara en las
regiones geograficas aridas o desérticas del mundo;
por el contrario, se han descrito ciertas regiones
hiperendémicas situadas en lugares montanosos
lluviosos y himedos con inviernos frios, tal es el
caso de Abancay, Apurinac, en los Andes peruanos.
En el noroeste de la India se ha descrito otro foco
en Himachal-Pradesh, situado dentro del cinturén
lluvioso del sub-Himalaya, extendiéndose hacia el
noroeste por Manipur, Assam y Bengala occidental,
localidades en la cuenca hidrolégica de los grandes
rios Ganges y Bramaputra. En México, el doctor
Pedro Lavalle identific6 como una zona «rural e
hiperendémica», compuesta por varios pueblos
y rancherias indigenas del norte montafioso en
Puebla.

En la practica clinica, la esporotricosis cutanea
ha mostrado predileccién por las partes mas frias
y expuestas del cuerpo humano; en los 822 casos
clinicos de Jalisco: punta de la nariz, parpados y
mejillas de los nifos (15.57%); los dedos y dorso
de las manos, las munecas y los brazos (45.62%);
las porciones distales de las extremidades inferiores
(23.11%); tronco (7.06%); diseminada (1.22%) y
sin determinar (7.42%).2*” En las series clinicas
publicadas en México, se registré poca diferencia
en la distribucién seglin géneros |: |; pero al exa-
minar las edades, el grupo mas afectado fue el de
nifos menores de |15 afios (30%), seguido por los
adolescentes y adultos jévenes de 16 a 45 afios
(32.61%), y los adultos mayores 46 a 61 o mas
(28.45%).

Hasta hace muy poco, se creia que el Sporothrix
schenckii (Hektoen y Perkins, 1900) era una especie
Unica. Hoy sabemos que existen cuando menos cin-
co clases distintas dentro del complejo molecular,
separado por el conocimiento de las secuencias
de tres genes: la quitina sintetasa, beta-tubulina
y calmodulina.**® Antes de 1962, el profesor F
Mariat habia observado la gran variedad morfolé-
gica de |0 cepas mexicanas y la virulencia desigual

para los ratones y los cricetos (hamster); en esta
ultima especie, el hongo suele formar «cuerpos
asteroides» y granulomas mixtos con presencia de
levaduras redondas (figura 10) y en «navette» (puro
habanero), y ocasionalmente filamentos tisulares.*’

Algunas cepas mexicanas virulentas forman
microconidios triangulares de paredes gruesas,
solitarios o agrupados «en racimo» color café os-
curo, por la presencia de melaninas® (figura 11).
Los microconidios hialinos examinados al detalle
suelen ser globosos (S. brasiliensis y S. globosa);
triangulares o en «navette» (S. schenckii sensu
stricto), francamente ovoides y de un tamafo mas
grande (S. mexicana) (figura 12). Para los labora-
toristas con menor entrenamiento micolégico, he
preparado un esquema simplificado para reconocer
con seguridad al S. schenckii: a) micelio tubular
fino y ramificado hialino, b) conidias en «flor de
durazno» (simpodiales) agrupadas sobre un talluelo
(conidiéforo) en angulo recto; y c) conidias ovoides
y sésiles solitarias (radulosporas), tefidas de color
azul lactofenol®®*2 (figura 13).

El cuadro Ill muestra las propiedades fisioldgicas
diferenciales mas recomendadas para separar las
cinco clases principales incluidas dentro del grupo
Sporothrix schenckii, y las propiedades antifingicas
medidas in vitro contra varios medicamentos de uso
clinico en humanos y animales. En 1969, Ajello y
Kaplan reportaron otra especie llamada S. schenc-
kii var lurei, poseia conidios mas grandes hasta 10
um, formaba también blastoconidias y cuerpos
escleréticos muriformes (con septacién interna),
con micelio pigmentado y, pudiera confundirse con
los cuerpos encontrados en los tejidos de quienes
sufren la cromoblastomicosis.** Mas recientemente,
Marimon y colaboradores han presentado argu-
mentos para considerarlo como especie totalmente
separada del complejo S. schenckii.* El primer caso
fue aislado de una lesién osteolitica en la cabeza
de un hombre sudafricano;> el segundo caso se
reporté en lItalia, basdndose sélo en el examen
histopatoldgico® y el tercer caso se diagnosticé
en la India.>
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Cuadro Ill. Diferenciacién fenotipica de cinco especies propuestas dentro del complejo-grupo filogenético
del hongo Sporothrix schenckii.

Colonias
Presencia de en ADP a 30 °C Asimilacion de carbohidratos
colonias sésiles con diametro Crecimiento
Especie propuesta pigmentadas < 50 mm a37°C Sacarosa Rafinosa
S. albicans No Si Si (+) )
S. brasiliensis Si No Si ) )
S. globosa Si No No (+) )
S. mexicana Si Si Si (+) (+)
S. schenckii sensu stricto Si No Si (+) (+)

* De las 127 cepas estudiadas, todas crecieron entre 20-30 °C y ninguna se desarrollé a los 40 °C. El gene nuclear de la calmodulina es un buen
marcador de todas las especies; asi se demostré que S. albicans, S. inflatay S. lurei son especies muy diferentes al S. schenckii. El género Ophios-

toma stenoceras no es el telemorfo (fase sexuada) del S. schenckii.

* Agar-dextrosa-papa, aunque en los laboratorios clinicos se usa el agar-glucosado de Saboureaud con antibiéticos.

Diagndstico por laboratorio

En el laboratorio clinico pueden recibirse los
productos bioldgicos siguientes: a) pus, o esca-
mas de lesiones cutdneas, tomadas con bisturi
de hoja fija, recuperandolas en una caja de Petri
o portaobjetos limpios, colocandolos debajo del
area afectada; en el segundo caso, se recubren
con otro portaobjetos y se envuelven con la hoja
de papel, anotando los datos del enfermo. Las
lesiones exudativas se toman con hisopo estéril y
humedecido, colocandolo dentro de un tubo de
ensayo. Las muestras deben ser transportadas y
procesadas rapidamente en el laboratorio. Antes
de tomar la muestra, debe hacerse la limpieza de
la piel con una torunda impregnada con alcohol
al 70%, para quitar las bacterias contaminantes
superficiales. La calidad de la toma, la limpieza y
la experiencia-preparacion y meticulosidad del la-
boratorista son vitales para evitar los desperdicios
y malos diagnésticos.

El profesor Elbio Gezuele del Instituto de Higiene
en Uruguay, demostré la importancia de desechar
el pus que surgia a la digitopresién primaria
mediante la limpieza con grasa estéril y lavado suave
con suero fisiolégico, comprimiendo nuevamente
hasta obtener pus y exudado serosanguinolento

mezclados, procedentes de los granulomas mas
profundos.

El examen micoldgico intensivo y mas produc-
tivo se realizé por microscopia «en fresco», con
aumento medio 200X, entre lamina y laminilla,
con un maximo de dos-cinco laminillas/caso y con
observacién microscépica «<meticulosa y dedicada».
En un grupo de 48 pacientes se logré demostrar
los «cuerpos asteroides» (CAS) extracelulares que
estan formados por una levadura central tnica o
monobrotante, redondeada por clavas radiales, con
longitud desde muy pequeiias hasta dos o tres veces
el diametro de la levadura, con formas aciculares
o triangulares mas groseras. A veces, se registré
otro morfopatrén «en cascara» y concéntrico, que
simulaba una pared gruesa alrededor de la levadura
Unica. Al tenir con Gram o PAS, en pocos casos, se
logré observar levaduras alargadas en «puro haba-
nero» intracelulares, encontradas principalmente
en las etapas mas tempranas de la infeccién (figuras
14 y 15). Con la bisqueda sistematica de CAS en
fresco, se acorté el plazo del diagnéstico, siendo
un método practico, eficiente, barato y al alcance
de los laboratorios pequefios con laboratoristas
deseosos de hacer bien su trabajo, con maximo
beneficio para el enfermo, el médico tratante y la
institucién.>¢-8
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Figura 11. Se ven las hifas ramificadas y tubulares (1-2 um
de diametro), recargadas con microconidos en forma de un

«matraz invertido y triangular», sésiles y solitarios o bien agru-
padas en racimos (simpo diales), sostenidos por un conidiéforo

Figura 10. A: levadura redondeada de color rojo brillante,
o0 i . corto. ,417X.
(flecha) dentro de microarea necrética. B: cuerpo asteroide
con microclavas periféricas radiales observadas en los tejidos Imagenes en color en: www.medigraphic.com/patolo-
del hamster inoculado. PAS. Objetivo de inversién |, 200X. giaclinica

A & 5. schenckil

Figura 12. El tamafo
medido y la forma de
los microconidios son
criterios Utiles para lo-
grar una taxonomia de
mejor calidad y consis-
tencia diagndstica.
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Figura 16. A: Colonia joven del Sporothrix schenckii (cinco
dias) hiumeda y cremosa. B: Colonia madura (2.5 semanas)
color marrén, con pliegues longitudinales y crater central.
Medio papa-dextrosa-agar con cliclohexamida a 25 °C.

Figura 13. Microestructuras caracteristicas y diagndsticas
del complejo Sporothrix schenckii. Tincién azul-algodonoso
de lactofenol, 1,200X.

Sporothrix schenckii colonia negra

\

Figura 17. Colonia membranosa. La periferia es de color mas
oscuro, en el centro se ven manchones de micelio blanco.

Figura 14. Examen microscépico «en fresco» del liquido serohe-
matico en esporotricosis. Se ve un cuerpo asteroide con la leva-
dura Unica en el centro y las clavas radiadas periféricas, 1,000X.
Cortesia del Instituto de Higiene de Montevideo, Uruguay.

-

& Micelio con azul de lactofenol 800X

e

'

B - Figura 18. Examen microscépico del micelio ramificado.
Figura 15. Frotis tefido del liquido serohematico en la La punta del sefalador muestra dos varas «simpodulosporas
esporotricosis temprana. En el centro se ven dos levaduras en flor de durazno», las radulosporas (conidios) abundantes,
alargadas «en puro», tefiidas de color rojo carmin intenso. miden 2 x 3 a2 x 6 Umy se unen en «camisa» sobre las hifas,
Tincién de PAS, 1,200X. por medio de pediculos muy pequefios.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica

Rev Latinoamer Patol Clin, Vol. 59, Num. 3, pp 147-171 ¢ Julio - Septiembre, 2012



Carrada BT. Esporotricosis

Cultivos

El aislamiento del hongo se consigue al sembrar
el pus, el liquido sinovial o el material de biopsia
obtenido por punch 3-5 mm a partir de una lesién
dura y elevada. El S. schenckii es resistente a la
ciclohexamida y crece en los medios micolégicos
sélidos a 25-30 °C. Se acostumbra extender el pus
o el material de biopsia molido en mortero estéril
sobre la superficie del agar de Saboureaud, anadido
con productos antibacterianos (cloranfenicol), y
cuando se les incuba a 35-37 °C, se detiene o se anula
el crecimiento del hongo. Es conveniente mantener
los tubos en observacién por dias a tres semanas.>*>’

Las colonias filamentosas jovenes son himedas,
de color blanco o cremoso que a los pocos dias
toman color marrén claro o negro (figuras 16y 17)
a veces, la coloracién es sélo sectorial y el centro
umbilicado con estriaciones del centro a la periferia,
pero nunca son flocosas, ni agodonosas, aunque la
colonia sea negra las hifas (micelio) son hialinas, <
3 wm de diametro, septadas y ramificadas «en haz»,
con diametro colonial promedio 3-4 cm a las dos
semanas (figura 18). Para mantener las caracteris-
ticas coloniales es ventajoso liofilizarlas.>

La fase levaduriforme se obtiene a 37 °C sem-
brando el micelio en medios enriquecidos como
agar-sangre, agar-infusién-cerebro-corazén; el
crecimiento aparece entre tres Yy cinco dias: colo-
nias cremosas, himedas y blanquecinas de aspecto
bacteriano. Microscépicamente se ven las levaduras
(blastoconidias) 2-4 x 3-6 um, ovales o subglobosas
con brotes multiples. En tales condiciones, la leva-
dura genera dos proteinasas: la | con peso molecu-
lar (pm) de 36 mil 500 (semejante a quimiotripsina),
y la Il con peso molecular de 39 mil (semejante a
catepsina), capaces ambas de hidrolizar el estrato
cérneo, las colagenas y la elastina, probablemente
funcionan como factores de la virulencia fungica.

Histopatologia

La biopsia-punch de la lesién se parte en dos
fragmentos: la mitad se usa para el cultivo, y la

otra porcién se fija en formaldehido al 10% para
ser procesada en el laboratorio de histologia, por
inclusién en parafina y cortes seriados®® multiples
(cuando menos 20). El método es rapido, resulta
mejor cuando el patélogo examina meticulosa-
mente muchos cortes, bien tefidos y con técnicas
adecuadas: hematoxilina-eosina, periédica-acido de
Schiff (PAS) y metenamina-plata de Gomori (GG).
La primera es mas util para valorar la respuesta
inflamatoria piogranulomatosa con pequefos
cumulos de polimorfonucleares neutréfilos, ro-
deados por células epitelioides, linfocitos y células
gigantes multinucleadas.®' En la epidermis hay una
hiperplasia pseudoepiteliomatosa (figura 19) con
hiperqueratosis y paraqueratosis. Los granulomas
suelen ser tuberculoides, histiociticos o supurativos
(mixtos), con microabscesos intraepidérmicos®”¢?
(figuras 20y 21).

En otros cortes es posible observar, dentro del
granuloma, la levadura Unica y central, rodeada
por un material eosinofilico, con clavas periféricas,
caracteristicas de los cuerpos asteroides®® (figura
22), realmente son depésitos de complejos inmu-
nes depositados y acumulados sobre la superficie
vellosa-antigénica de la levadura.®

Se acostumbra inocular en el testiculo de un
cobayo o ratén las cepas aisladas en el laboratorio.
El estudio histolégico permite demostrar las leva-
duras: redondeadas, naviculares o en «puro haba-
nero»®>¢ (figura 23). A veces el patdlogo recibe la
biopsia previamente fijada, y ya no es posible reali-
zar el cultivo. En tales casos, el hongo se demuestra
con el uso selectivo de los anticuerpos marcados
con fluoresceina o avidina-peroxidasa (figura 24).
De ese modo, puede confirmarse el diagnéstico
etioldgico con gran seguridad y rapidez.¢”®

Los gatos domésticos afectados por la espo-
rotricosis suelen presentar lesiones ulcerosas
diseminadas, principalmente sobre la cabeza y
patas delanteras (figura 25). El raspado de tales
lesiones, al ser examinado en preparaciones mi-
croscépicas de frotis delgados, después de teirlo
con Gram o Giemsa, muestran miriadas enormes
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Figura 19. Esporotricosis localizada, biopsia de piel. Hiper-
plasia pseudoepiteliomatosa epidérmica, muy prominente,
con granulomas mixtos, supurativos (neutréfilos, macréfagos
y linfocitos-activados), en la dermis alta. Tincién HE, 216X.

Carrada BT. Esporotricosis

Figura 22. Esporotricosis linfagitica. En la dermis alta, se ve un
granuloma con abundantes neutréfilos, rodeados por hileras
como palizadas de células epitelioides y linfocitos, la presencia
de un cuerpo asteroide eosinofilico, caracteristico. Diagnéstico:
Esporotricosis granulomatosa piégena. Tincién HE, 1,350X.

Figura 20. Esporotricosis localizada en la dermis alta, se ven
granulomas con neutrdfilos, células epitelioides abundantes
y linfocitos. La flecha sefala una levadura Unica, rodeada por
un halo birrefringente. El diagnéstico: granuloma micético
inespecifico. Tinciéon HE, 208X.

Figura 23. Corte histoldgico de un testiculo de ratén, ino-
culado con Sporothrix schenckii. Se ven levaduras abundantes,
tefidas de color rojo magenta con muiltiples formas: redon-
deadas, ovoides, naviculares y de un «puro habanero». Tincién
PAS, 1,350X.

Figura 21. Corte microscépico seriado del caso 20. Con la
tincién de PAS se encontraron dos levaduras: la de arriba,
ovoide con un brote Unico; la de abajo, es redondeada, la pared
celular del hongo se tifie mas intensamente de rojo, con dos
brotes (flechas). Diagnéstico: Esporotricosis granulomatosa.

Figura 24. Corte de piel prefijado en formaldehido. Se usa-
ron los anticuerpos especificos, preparados en los conejos
de laboratorio y marbetados con fluoresceina. Las levaduras
tomaron el color verde-amarillo (como estrellas brillantes).
Inmunohistotincién, 200X. Diagnéstico: Esporotricosis.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica
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de levaduras intra y extracelulares (figura 26); por
tal razén, los felinos son sumamente contagiosos y
pueden pasar la infeccién con facilidad a las amas
de casa, los nifos y los veterinarios, cuando son
manejados sin precaucién. El hongo se ha encon-
trado también en las ufas, la cavidad oral y en las
secreciones respiratorias de los gatos atacados
por el S. schenckii; por tales razones, la infeccién
suele transmitirse también por arafnazos, rasguios
o mordeduras de los felinos enfermos, incluso al
manejarlos descuidadamente, aunque no exista
ningdn antecedente de traumatismo cutaneo
previo. En Rio de Janeiro, Brasil, se ha descrito
una epizootia felina brutal y galopante con muchas
victimas humanas, desatada principalmente en
las favelas urbanas mas pobres, en donde existe
una poblacién humana y hacinada en convivencia
diaria con gatos callejeros infectados y, a veces,
la infeccidn se contagia también a los perros del
vecindario.®’!

Pruebas inmunolégicas

La intradermorreaccién con esporotricina micelial
(IRE) se efecttia usando la fraccién quimica del
complejo molecular péptido-polisacarido, consti-
tuido por ramnomananas (pentay tetrasacaridos)
especificos del S. schenckii (figura 27). Experimen-
talmente, las ramnomananas no reaccionaban
con la concavalina-A en pruebas de precipitacién
y doble difusién; sin embargo, la fraccién glico-
péptido (péptino-ramnomananas) si reaccioné
con lectina A. Las cadenas de oligosacaridos
O-ligadas tenian hasta cinco monosacaridos y se
logré individualizarlos quimicamente: D-manosa,
acido D-glucourénico; residuos de L-ramnosa. La
presencia adicional de D-manopiranésido 2-O
sustituido con otro residuo de manosa terminal
no reductora explicaria la reaccién con la lectina
A. Ademas, las cadenas O-glicosidicas poseian
ciertos determinantes antigénicos del 4cido-D-
glucurénico mono y disubstituido por manosa
terminal (L. Lopes Alves, 1994). Con tal estruc-

tura elaborada, los cientificos hicieron factible la
preparacién de un antigeno purificado y altamente
especifico para uso clinico (serodiagnéstico); debe
aclararse que el pentdmero de ramnomananas
con acido glucurénico no ha sido encontrado en
ninguna otra especie de hongo patégeno conocida
(cuadro 1V). En Brasil se encuentra en desarrollo
final un método de ELISA con sensibilidad de
90%, al haberse probado contra los sueros de
92 humanos enfermos, todos ellos con cultivo
positivo. Esta prueba novedosa ha servido incluso
para confirmar el diagnéstico en algunas lesiones
fijas y pequenas, que no pudieron ser confirmadas
con otros métodos micoldgicos.

En la piel se inyecta 0.1 mL del antigeno pépti-
do polisacarido crudo y la lectura se hace a las 48
horas, considerandose positiva cuando la indura-
cién es de 5 mm o mayor (esa dosis corresponde
aproximadamente a 5 X 107 células/mL).”? La
prueba IRE puede ser diagnosticada con algunos
pocos resultados negativos, principalmente en los
enfermos inmunodeprimidos (SIDA), con lesiones
diseminadas. Las personas sanas habitantes de las
areas endémicas pueden haber tenido una infeccién
previa, subclinica y silenciosa con IRE positiva, o
bien, pudieron haber sido expuestos a los antigenos
del S. schenckii por la ocupacién (jardineros, cam-
pesinos, trabajadores de los viveros, veterinarios),
por ello 1a IRE se ha usado también en las encuestas
epidemioldgicas. El antigeno (Ag) no esta disponible
comercialmente; pero en México, Brasil”?y la India

Cuadro V. Inhibicién maxima (%) del péptido
ramnomanoso por inmunoprecipitacion contra diferentes
o-ligados, oligosacaridos (a la concentracién de umol/).*

Porcentaje de

Oligosacarido inhibicion
Trisacarido 28
Tetrasacarido 63
Pentasacarido 82
Tri+pentasacarido 95

*Modificado: por cortesiade L Travasos y L Lépes-Alvares, Sao Paulo, Brasil.
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ha sido aplicada sin efectos adversos, la desventaja
principal es el dolor local, por lo que la gente se
resiste a ser inyectada o no acude a la lectura del
resultado. Nosotros comparamos el uso del poli-
sacarido precipitado contra el antigeno levaduri-
forme completo en 359 enfermos respiratorios:
los que reaccionaron con el polisacarido fueron 33
(9.19%) y frente al Ag levaduriforme 139 (38.7%);
el mayor porcentaje de reacciones cruzadas se dio
con Histoplasma capsulatum.” En 1963, Rotberg
Ay Abram Z, académicos de la Escola Paulista de
Medicina, publicaron dos casos de esporotricosis
linfocutanea, con edades promedio de |3.6 afios,
observadas en la Secundaria del Seminario de Sao
Paulo. Se investigd la prevalencia de los reactores
positivos a la esporotricina en otros 59 nifios sa-
nos y alumnos de las dos escuelas, con reactividad
cutanea promedio de 28.8%. Sin embargo, en
un subgrupo de 19 escolares que acostumbraban
jugar entre los matorrales espinosos del traspatio
fue 63.19%; contra sélo 12% en 40 nifios no ex-
puestos a los traumatismos causado por las plantas
y lefios espinosos.”® Estos resultados apoyaron la
hipotesis de la esporotricosis endémicay subclinica
existentes en los lugares geograficos favorables al
desarrollo y la penetracién del hongo.

Algunos pocos laboratorios acostumbran titular
los sueros de los enfermos con formas cutaneas
diseminadas, lesiones osteoarticulares, enfermedad
pulmonar o meningitis (liquido cefalorraquideo),
utilizando la prueba de aglutinacién con parti-
culas de latex sensibilizado (AL). Generalmente
se obtienen titulos en los rangos de 1:4 a 1:512,
considerandose positivos aquéllos de 1:4 o mas
como evidencia presuntiva de la esporotricosis,
aunque se han descrito reacciones inespecificas en
el rango bajo 1:4 a |:8; pero en la esporotricosis
pulmonar, los titulos crecientes o un titulo alto y
sostenido son valiosos para afianzar la sospecha
del clinico astuto.”

En Venezuela, se ha usado la prueba de inmu-
nodifusion, aunque sélo es positiva en 80% de los
casos.”’

Carrada BT. Esporotricosis

La nueva epidemiologia
molecular

Los trabajos del profesor A. Gonzalez Ochoa fa-
cilitaron la obtencién de reactivos de laboratorio,
utiles para explorar la inmunidad celular en la es-
porotricosis endemica®?787 (figura 28). En todas las
series publicadas se ha demostrado la importancia
de la ocupacién como un factor de riesgo, princi-
palmente en los campesinos y jardineros (figura
29) que trabajan en contacto diario con la tierra
fértil y himeda, rica en material vegetal (tierra para
macetas), asi como en quienes manejan zacates
secos para empaque, rosales paja mohosa o musgo
esfagno de jardineria almacenado, tienen un riesgo
considerablemente mayor.2°

En la Republica del Uruguay, se confirmé re-
petidamente la incidencia estacional restringida
de la esporotricosis humana asociada a la captura
y caceria del armadillo Dasypus septemcinctus o
«mulitas» (figura 30). El animal excava madrigue-
ras y tuneles en la tierra y los rellena con zacate
en el que el doctor Mackinnon aislé el hongo.®'#2
En México, el enfermo mas joven fue un recién
nacido; la madre lo acosté en el piso sobre un
petate vy, al dejarle solo, una rata le infligié varias
mordeduras en la cara, habiendo desarrollado la
esporotricosis linfagitica bilateral (figura 31).8En el
Estado de Jalisco, México, en un lapso de 37 afos
se diagnosticaron 822 casos nuevos, de los cuales
238 (29%) fueron en nifios menores de |5 afnos;?
mientras que en el Servicio de Dermatologia del
Hospital General de la Ciudad de México, en el
lapso de 1994-2004, hubo |12 casos confirmados
y, de ellos, 25 correspondieron a nifios; cinco de
éstos fueron infectados por mordeduras o lesiones
ocasionadas por animales: tres por mordedura de
ardillas, otro por el arafhazo de un gato y, sélo uno
por la mordedura de rata.'®

En 1992, un veterinario guanajuatense presentd
lesién ulcerosa sobre el dorso del dedo indice de la
mano izquierda (figura 32), fue tratado con antibié-
ticos sin mejoria. Dos semanas después presenté
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Figura 25. Gato doméstico con Ulceras profundas y supuran-
tes, situadas sobre la cabeza y las patas delanteras del animal
enfermo, con esporotricosis.

Figura 26. Frotis de un felino (caso de la figura 25). Se ven
levaduras ovoides y alargadas incontables, rodeadas por un
halo birrefringente, algunas estan dentro de los macréfagos.
Los felinos infectados son muy contagiosos, por lo que deben
manejarse con guantes y mucha precaucion.
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Figura 27. La superficie vellosa mas externa del Sporothrix
schenckii lleva un antigeno muy especifico de péptidos-polisa-
caridos, que se liga con la concavalina A. Las ramnomananas
constitutivas tienen la capacidad de inducir la sintesis de
inmunoglobulinas de las clases IgM, 1gG e IgA. Cortesia del
profesor Luis Travassos, Sao Paulo, Brasil.

Figura 28. El gran investigador y dermatélogo profesor An-
tonio Gonzalez Ochoa, trabajé en la clinica y el laboratorio,
generd trabajos cientificos numerosos sobre la epidemiologia
y el diagndstico laboratorial de las micosis endémicas. Fue el
sembrador y forjé asi un grupo creciente de interesados en
el estudio de los hongos patégenos en México.

Figura 29. Los campesinos y los jardineros del Bajio mexicano
trabajan durante el verano lluvioso, en contacto cotidiano con
latierra, lalefia, los carrizos, las puntas de rastrojo, los zacates
y las plantas o matorrales espinosos, capaces de causarles trau-
matismos de la piel, por donde penetra el hongo, iniciando asi el
proceso de la esporotricosis cutanea, subclinica o sintomatica.

Figura 30. Los armadillos sudamericanos llevan el Sporothrix
schenckii en las ufas de las patas. Los cazadores se infectan
cuando intentan desalojar el animal de la guarida subterranea
o al arafarse con las herramientas impregnadas con tierra.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica
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seis nodulaciones escalonadas, eritomatoviolaceas
que seguian el trayecto ascendente de los linfati-
cos. Se tomd muestra por aspiracién de una lesién
dura y no abierta, y biopsia del reborde primario
ulcerado; en el cultivo se aislé S. schenckii. Tres
semanas antes de comenzar el chancro digital, el
veterinario trat a un gato callejero, macho, el cual
tenia ulceras necréticas sobre la cabeza, se pensé
eran consecuencia de la pelea sostenida contra
otro gato. Las heridas del animal fueron limpiadas,
desbridadas y suturadas. Tres semanas mas tarde
el gato fue llevado a revisién; en ese momento las
Ulceras estaban mas extendidas por necrosis pe-
riférica con exudado purulento abundante (figura
33). En la muestra tefida por Giemsa se observaron
neutrdfilos y macréfagos numerosos, en algunos
pocos campos microscédpicos habian levaduras
redondeadas y en «puro habanero», 30-10 um
de diametro, la siembra en agar micobiético con
cicloheximida se identificé la colonia del Sporothrix
schenckii. El gato debilitado al extremo sufrié la
eutanasia y no se hizo el estudio post mortem.

En los Estados Unidos de Norteamérica en el
lapso 1982-1991, se publicaron ocho instancias
de esporotricosis humana adquirida por manejo
de gatos enfermos (cuadro V). En 1992, el doctor
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Kurt Reed,®**' de los Laboratorios Marshfield, Wis-
consin, EUA, tuvo la oportunidad de examinar con
detalle las cepas aisladas de otro gato enfermo y
también los cultivos logrados de un veterinario con
lesion facial ulcerada; este profesional habia mani-
pulado sin precaucién al gato enfermo.”? El doctor
Reed hizo uso del método genético molecular de
Cooper y Dixon:?** el ADN aislado del hongo fue
separado en el laboratorio y sometido a proceso de
particién enzimatica con endonucleasas de restric-
cién, los fragmentos resultantes fueron separados
por electroforesis en gel de acrilamida, finalmente
se obtuvieron dos tiras con bandas tenidas (figura
34), al compararlas visualmente se demostré que
los perfiles moleculares de ambos aislamientos eran
idénticos, es decir, se confirmé la hipétesis inicial
de que el gato enfermo era la fuente Unica de la
infeccidon ocupacional en el veterinario. En otros
laboratorios de investigacién se han desarrollado
técnicas muy finas para analizar la ultraestructura
de las levaduras del S. schenckii (figuras 35y 36).
Se afirmaba que la transmision zoonética de la
esporotricosis era muy rara.”? Sin embargo, a partir
de 1998 en las favelas mas pobres y marginadas de
Rio de Janeiro, Brasil, se diagnosticé una epidemia
de esporotricosis humana con crecimiento expo-

Cuadro V. Casos y brotes de esporotricosis humana adquirida por manejo, arafazo o mordeduras de gatos
en los Estados Unidos de Norteamérica, 1982-1991.

NuUmero de casos

Propietarios Veterinario

Enfermos con antecedentes
traumaticos en el sitio infectado

Referencia de gatos y/o ayudante n Total Afio
84 4 2 0 6 1982
85 0 2 I 2 1983
86 0 I I I 1984
87 | 2 I 3 1985
88 2 5 3 7 1986
89 | 2 3 3 1989
90 | 0 0 I 1991
91 0 | 0 I 1986
Total 9 15 9 24

Fuente: Cortesia del Dr. Kurt D Reed, Marshfiel Lab Microbiology, Wisconsin, USA.
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Figura 31. En Guadalajara, Jalisco, se diagnosticé el caso mas
joven de esporotricosis, registrado en un neonato de cuatro
dias. Fue mordido en la cara por una rata y, a pesar del trata-
miento, tuvo cicatrices residuales deformantes. Cortesia del
Dr. Barba-Rubio.

Figura 32. Esporotri-
cosis ulcerosa inicial
(chancro), registrada
en un médico veterina-
rio, mas tarde presen-
t6 lesiones nodulares
alineadas (variedad
linfagitica). La enfer-
medad se asocié con
el manejo descuidado
de un gato con Ulceras
supurantes.

Figura 33. Gato con muiltiples Ulceras necré-
ticas y supurantes, dispuestas sobre la cabeza,
cara y patas delanteras. En el cultivo se aisl6
S. schenckii. Este animal infecté al veterinario
de la figura 32.

Iméagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica
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Figura 34. Perfiles moleculares
del ADN generados por la diges-
tién con la enzima Hae-lll. La co-
lumna | muestra los marcadores
guia producidos por el ADN del
fago lambda digerido. Las colum-
nas 2 y 3 muestran los perfiles
idénticos de las cepas aisladas del
veterinario y del gato enfermo, y
la columna 4 corresponde a otra
cepadel S. schenckii distinta. Cor-
tesia del Laboratorio de Micologia
Marshfield en Wisconsin.

Figura 35. La levadura del S. schenckii fijada con glutaraldehido-
permanganato. Lleva tres cepas externas: Capa vellosa (ZM), lleva el
péptido ramnano antigénico del hongo; pared celular (PC) con quitina
laminar y membrana plasmatica (MP). Esta levadura tiene un brote
Unico. Microscopia eléctrica de transmisién, 14,000X.

Figura 36. Ultraestructura
de la levadura dentro de
la vacuola fagocitica (N =
nucleo del hongo). La capa
vellosa-granular mas externa
(punta de flechas-dobles),
el antigeno especifico se
«desgrana» y, de este modo,
se induce la sintesis de los
anticuerpos y la respuesta
inmune celular tardia (aste-
riscos). La flecha incurvada
corresponde a la pared de
vesicula fagocitica del macré-
fago. MET, 14,000X.



nencial, asociada a la presencia de gatos callejeros
atacados violentamente por la misma enferme-
dad.”% De 1998 a 2004 se contabilizaron 759 casos
humanos y 1,503 en gatos domésticos o callejeros
convivientes. Este brote representé un incremento
alarmante; en un lapso de |2 afios previos se habian
registrado tan sélo |3 casos felinos, estudiados por
los especialistas del Instituto de Investigaciones
«Oswaldo Cruz».

De 1985 22008 se lograron confirmar 804 casos
humanos nuevos con incremento anual neto de
85%. Las personas mas atacadas eran amas de casa
con edad promedio de 40-49 afos, todas ellas en
contacto cercano y cotidiano con gatos enfermos
(figura 37). Las victimas eran mujeres muy pobres,
vivian en condiciones de hacinamiento y mal nu-
tricién crénica; con el interrogatorio cuidadoso se
recogié el antecedente de haber sido mordidas o
arafiadas (68%). En las unas y también en la cavi-
dad oral de los felinos atacados se pudo recuperar
repetidamente al Sporothrix schenckii. Con analisis
estadistico se establecié la frecuencia de formas
clinicas registradas en la esporotricosis epidémica:
66% linfocutanea; 25% fija-localizada y, sorpren-
dentemente, 9% tuvieron formas diseminadas®
(figuras 38y 39). Debo apuntar que la diseminacién
sistémica del hongo fue facilitada por la coexistencia
comunitaria de personas inmunodeficientes como
sigue: afectadas por el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) hubo 14; tuberculosis pulmonar
avanzada tres; lepra lepromatosa dos y virus hu-
mano T-linfotrépico dos. En la subpoblacién de los
enfermos VIH positivos registrados, 36% tuvieron
esporotricosis diseminada y grave.” La presencia
de grupos humanos pobres, mal nutridos y sujetos
inmunodeprimidos fue propicio para el crecimien-
to de la epidemia gatuna-humana, arrolladora y
mortifera.

Las investigaciones moleculares sirvieron para
confirmar la identidad de las cepas humanas y
felinas; aparentemente, el brote fue causado por
una cepa unica. Como es sabido, los gatos calle-
jeros tienen la costumbre de afilar las ufas en la
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tierra humedecida; suben también a los arboles y
brenales, raspando las cortezas de los vegetales;
por ello, los gatos enfermos y sanos acarrean en
las ufas al Sporothrix schenckii. En la época de celo
son frecuentes las peleas entre gatos machos; de tal
modo, el hongo penetra en la piel de los felinos, in-
fectandolos, puede diseminarse y a veces los mata.
Algunos gatos lograron morder y contaminar a los
perros callejeros criollos (figura 40). Entre 1998-
2003 se confirmaron 44 casos de esporotricosis
canina en Rio de Janeiro;” sin embargo, los perros,
a diferencia de los gatos, generaron una forma de
esporotricosis con granulomas bien organizados
y muy escasas levaduras presentes en los tejidos
(figura 41) y no se demostré que los canes con
lesiones limitadas pudieran infectar a las personas.”

El medicamento de eleccién usado para tratar
los humanos fue el itraconazol 100 mg/dia (n = 514,
64%,). La terbinafina a dosis 500 a 1,000 mg/dia se
usé en 184 (23%). La anfotericina-B, medicamento
mas toxico, se aplicé sélo en seis enfermos hospi-
talizados. {Cual fue la evolucion de los enfermos
postratamiento seguidos durante tres a seis meses?
Al menos 2% tuvieron recaidas y hubo necesidad
de un segundo tratamiento. Curiosamente hubo 90
enfermos (1 19%) que se curaron espontaneamente
sin ningin medicamento; 9% se perdieron sin re-
gresar al hospital; sélo seis fueron hospitalizados y
hubo dos defunciones. En total, 81 % se clasificaron
como «curados».”

La epizootia feroz no se ha apagado y continta
presente en Rio de Janeiro, Sao Paulo, Rio Grande
do Sul y otros estados de Brasil; por ello, conven-
dra mantenerse alerta y muy atento. El Sporothrix
schenckii guarda todavia muchas sorpresas; su
presencia epidémica debe ser motivo de interés
para los investigadores y de preocupacién para
las autoridades sanitarias de todo el mundo. El
cientifico Japonés Hiroshi Ishizaki perfeccioné un
método para analizar el ADN mitocondrial (mtc)
y ribosomal (rib) del hongo:'%'%" |as levaduras cul-
tivadas se digieren con zimolyasa para romper la
pared celular por sonicacién y separar el ADN-mtc
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por centrifugacién a 20 mil y luego se digiere con
Hae-lll; los fragmentos de la digestién enzimatica
se depositan sobre gel de agarosa 0.8% y se tifen
con bromuro de etidio, y para visualizarlos se usa
la luz ultravioleta (figura 42). Se prepara en paralelo
el ADN ribosomal: las levaduras se suspenden en

Figura 39. Biopsia de piel del caso ilustrado en la figura 38. Se
observa la dermis ocupada por levaduras de color rojo abun-
dantes, de forma redondeada, algunas con brotes periféricos.
En el cultivo se aislé S. schenkii.

Figura 37. Sefora (ama de casa) que convivié con un gato
blanco de cabeza café, macho, con edad tres anos. El S.
schenckii se recuperé por cultivo en la pata delantera izquierda
y ulcerada del animal y del brazo derecho de la mujer con espo-
rotricosis fija ulcerosa. Cortesia del IPEC, Rio de Janeiro, Brasil.

Figura 40. Los canes de Rio de Janeiro fueron victimas también
del ataque por gatos con esporotricosis. Este perro tuvo unalesién
nasal, limitada a la fosa izquierda. Fue curado con itraconazol.

Figura 38. Esporotricosis diseminada ulcerosa cutanea. Ob- Figura 41. Los perros con esporotricosis cutanea desarrollan
sérvense las lesiones en la cara anterior y alta del térax y en granulomas de células epiteloides, linfocitos activados y bandas
las extremidades superiores. Esta forma es mas frecuente en de colageno en la periferia, pero es raro encontrar las levaduras
personas inmunodeprimidas o infectadas por el VIH. del hongo en las lesiones. Tincién HE, 240X.

Imagenes en color en: www.medigraphic.com/patologiaclinica
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desoxicolato sédico, se muelen y se calientan, y
luego se anade alcohol isopropilico, el sobrenadante
se centrifuga a 19 mil. EI ADN se lava con etanol y
se disuelve en agua destilada. Para digerirlo se han
usado tres enzimas de restriccion: Hae lll, EcoRV'y
Bgl2. Se procede a contar el nimero de bandas co-
munes en cada pary, con ayuda de la computadora,
se calcula el porcentaje de divergencia molecular
para construir el arbol filogenético. Los investiga-
dores japoneses han reconocido dos categorias
grupales principales A y B (figura 43), habiéndose

(kb) 4 s 11 1 2 3 4 5 6 7

Hae llI

. Grupo A '

Grupo B
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encontrado una correlacién estrecha de ciertos
genotipos con el origen geografico de la cepa aislada
como sigue: del grupo A tipo 14 en Costa Rica; tipo
2 en los Estados Unidos de Norteamérica; tipo 3 en
Venezuelay tipo |7 en Sudéfrica. En lo referente al
grupo B, se encontré en Australia el tipo |3; Japon
tipos 5 y 4; China tipo 4, los aislamientos proce-
dentes de la India, Corea, Tailandia, Espana e Italia
eran todos del tipo B. Por el contrario, se demostré
que 4| de 48 aislamientos en México, tres de cinco
en Guatemala, cinco de nueve en Colombia y tres

Figura 42. Patrones de los ge-
notipos diversos del S. schenckii
obtenidos por la digestién del
ADN mitocondrial con la enzima
endonucleasa de restricciéon Hae-
Ill. Los nimeros arriba indican
los tipos con bandas diferentes
o semejantes; del lado derecho
se apunta el tamano relativo del
marcador. Cortesia del profesor,
Hiroshi-Ishizaki, Universidad de
Kanazawa, Japon.

18 171619 15 14221123 1 2 3 42181205

12 6 710 9 13
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de cuatro en Brasil pertenecian todos al grupo A;
sin embargo, en la Republica Mexicana habia una
enorme genodiversidad con mas de la mitad de los
genotipos conocidos presentes en su territorio, con

. J

Figura 44. Gene calmodulina (CAL), usando dos iniciadores
CLI-CL2 A. Columna | ADN 100bp; 2 control negativo; 3
Sporothrix CBS 39; 4 Sporothrix IPEC 35.

un predominio numérico de Al3, Al0, A28, B27,
A25 y Al4, en este orden de frecuencia.'”'

El ADN purificado de lalevadura por extraccion
con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico se usa
para secuenciar la calmodulina (CAL)'? nuclear
en un medio de MgCl,, aplicando la polimerasa del
ADN con dos iniciadores: CLI (5"-GA(GA)T(AT)
CAAGGAGGCCTTCTC-3")yCL2A (5 -TTTTT-
GCATCATGAGTTGGAC-3") a la temperatura
de 60 °C para obtener las bandas caracteristicas
de la enzima CAL (figura 44). El andlisis filogené-
tico se facilita con el uso de la computadoray el
empleo del método de Tamura y colaboradores
(http://www.megasoftware.net/) version MEGA'%
(figura 45).

Discusion

El rendimiento del laboratorio clinico tradicional
se media en funcién de la productividad bruta:
el nimero de cultivos hechos/dia, la cantidad de
biopsias procesadas con técnica de tincién HE,
las pruebas serolégicas efectuadas, etcétera.
Hoy en dia, se hace mayor énfasis en la calidad
en términos de rapidez, confiabilidad, coste, so-
bre todo los beneficios y satisfaccién obtenidos
por los enfermos y los proveedores de servicios
(laboratoristas, médico tratante, técnicos del labo-
ratorio, histopatolégicos).'* Un cierto laboratorio

100 IPEC 27135 Sporothrix glorosa Brazil

100

—— AM | | 6899 Sporothrix brasiliensis Brazil

98

|AM I 16908 Sporothrix glorosa Spain

AM [ 17444 Sporothrix schenckil Bolivia

AM 398393 Sporothrix mexicana Mexico

0.02

N

AM 398382 Sporothrix albicans Germany

J

Figura 45. Historia filogenética de seis especies Sporothrix incluidas en cada una de las ramas. Obsérvese la cercania
entre S. brasiliensis y S. schenckii sensu stricto. El analisis se realizé con el Software MEGA-4.
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de micologia médica de México, Distrito Federal,
informé: «el examen directo no es muy util para
establecer el diagnéstico porque las levaduras no
se ven con las tinciones convencionales Gram,
Giemsa, PAS, Groccott, no hacen las estructuras
fungicas mas visibles y, en nuestra experiencia,
s6lo en | a 2% de los casos se encontraron las
formas «en cigarro», halladas casi siempre en la
esporotricosis experimental de las ratas y cone-
jos.' Por el contrario, en el Departamento de
Parasitologia y Micologia del Instituto de Higiene
en Montevideo, Uruguay, en una muestra de 45
enfermos se pudieron observar los «cuerpos
asteroides» en 93.75% sin ninguna tincién y, con
ese resultado rapido y mas eficiente, se inicio el
tratamiento, sin esperar el resultado del cultivo. La
enorme diferencia entre los dos procesos de diag-
néstico merece una reflexién profunda: la toma
de muestra «tradicional» por compresién digital
simple o por hisopado de las lesiones cutaneas
dio productividad maxima de 43.7%; pero los
expertos del Uruguay cambiaron la metodologia:
a) se deseché el pus inicial y se obtuvo una muestra
mas profunda y serosanguinolenta; b) prefijado
maximo de cinco portaobjetos (laminas), por cada
enfermo estudiado, y c) observacién microscépica
meticulosa y exhaustiva del campo total en cada
lamina, realizado por observadores previamente
capacitados. El rendimiento logrado con el mé-
todo innovador fue de 93.7% (con diferencia +
50%,), el proceso mejorado resulté ser practico,
mas barato y realizable en cualquier laboratorio de
micologia. Cuatro factores podrian explicar la ga-
nancia lograda: ) La sospecha clinica temprana de
la esporotricosis. 2) Toma de muestra apropiada.
3) La microscopia en fresco, hecha por personal
motivado y capacitado. 4) El ahorro de tiempo y
recursos, con alto rendimiento.'%

El cultivo en Agar de Saboureaud-glucosado con
antibiéticos es el estandar de oro;*° sin embargo, en
las muestras prefijadas en formaldehido o mal ma-
nejadas no es posible realizarlo. La histopatologia es
otro recurso disponible. En Queensland, Australia,
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el doctor P, Bullpitt estudié 29 biopsias y demostro,
mediante cortes seriados, la presencia de levaduras
y cuerpos asteroides en casi 100% de los casos
investigados y tefidos con HE y PAS;®® mientras
que con el método tradicional se le ha encontrado
rara vez.'®'"2 Hoy en dia es aconsejable medir
la sensibilidad y la especificidad de las pruebas.
Los autores japoneses han introducido la «<mejora
continua» y el perfeccionamiento de los métodos
para lograr el rendimiento 6ptimo, sin olvidar el
calculo del coste-beneficio. Es fundamental tam-
bién calcular el tamano de las muestras y reforzar
el proceso de capacitacién y competitividad en los
patélogos clinicos.

Algunos laboratoristas del viejo cuio eran
mas bien administradores de oficina y rara vez
gustaban de sentarse a trabajar en una muestra
de laboratorio. He tenido la feliz oportunidad de
conocer muy de cerca algunos ejemplos de alta
calidad con excelente rendimiento: mi maestro
genial, Don Antonio Gonzalez Ochoa era derma-
télogo-tropicalista y clinico astuto, disfrutaba de
trabajar en el laboratorio y, para bien de muchos,
fue investigador creativo, asi como profesor dis-
tinguido, formador de alumnos y profesionales
destacados, seglin testimonio escrito del micélogo
norteamericano JW Rippon.® El segundo caso se
dio con el doctor Don Pedro Lavalle, dermatélogo
formado en el prestigiado Centro Dermatolégico
Pascua, abrazé la micologia médica y tuvo el gran
acierto de asociarse con el profesor F. Mariat, del
Instituto Pasteur de Paris, Francia. La mancuerna
fenomenal arrojé resultados magnificos, muchas
publicaciones clasicas con gran calidad e innova-
doras,'%''2 muestras del talento y del trabajo en
equipo y arménico. Sirva este trabajo modesto
como un reconocimiento merecido al gran ddo
de vuelos altos y tan productivos. Don Pedro
fue y es una puerta abierta, amigo generoso y
micélogo ejemplar, de vida sobria y fructifera.
Las generaciones nuevas ganarian mucho con
repasar y leer el legado rico de esos tres grandes
constructores.®'922:25:31.32
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