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RESUMEN

Antecedentes: hace poco se describieron tres nuevas especies del complejo S. schenckii, cada una con caracteristicas genéticas y
fenotipicas distintas.

Objetivo: demostrar las diferencias en la patogenia, la respuesta organica y los aspectos morfolégicos de las lesiones de la infeccién
experimental por diversas especies de Sporothrix.

Material y método: se realizé un estudio comparativo de la patogenicidad de S. globosa, S. brasiliensis y S. schenckii sensu stricto
utilizando un modelo animal de infeccién sistémica e infeccién subcutanea en ratones.

Resultados: S. brasiliensis fue la especie méas virulenta seguida por S. schenkii y S. globosa fue poco virulenta. La infeccion por S.
brasiliensis en animales ocasioné elevada mortalidad e infiltracion organica masiva con escaso componente inflamatorio y abundantes
células fungicas. S. schenckii causé menor afectacion organica, aunque indujo la formacién de granulomas, mientras que la infeccion con
S. globosa se distinguié por el escaso componente inflamatorio limitado al area de inoculacién.

Conclusiones: las diferencias en la infeccion que ocasionan distintas especies de Sporothrix fueron muy significativas y podrian explicar
la diversidad de expresiones clinicas y patolégicas observadas en la esporotricosis.
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ABSTRACT

Background: Three new species of Sporothrix have been recently described within the Sporothrix complex. These species show important
genetic and phenotypic differences.

Objectives: To evaluate the differences in pathogenicity, tissue response and morphological type of lesions in experimental sporotrichosis
caused by different species.

Material and methods: We performed a comparative study about virulence using a systemic and a subcutaneous model of sporotrichosis
in mice caused by S. globosa, S. brasiliensis and S. schenckii.

Results: S. brasiliensis was the most virulent species, and induced high mortality, high fungal load and multiorganic dissemination, with
a low inflammatory response and fungal proliferation in all analysed organs. S. schenckii spread to all organs but fungal load was signifi-
cantly lower than in infection with S. brasiliensis. Cellular response consisted in acute inflammatory activity and formation of granuloma.
S. globosa only caused inflammation in inoculated area.

Conclusions: Differences in infection by all three species of Sporothrix were significant and this fact could explain the clinical and patho-
logic diversity usually observed in human sporotrichosis.

Key words: Sporothrix, sporotrichosis, experimental models, pathogenicity, virulence.

a esporotricosis es una micosis de distribucion
mundial causada por el hongo dimédrfico Sporo-
thrix, que tiene una incidencia elevada en éareas
tropicales y subtropicales, sobre todo en paises
como Guatemala, México, Brasil, Colombia y la India.t
Sus principales reservorios son el suelo y material vegetal,
aunque también se ha aislado en muestras procedentes de
perros, gatos y otros animales domeésticos y salvajes.?*
La infeccidon ocurre fundamentalmente por inoculacién
traumatica de material contaminado, en especial de es-

pinas de rosal, por lo que las personas que desempefian
trabajos relacionados con la agricultura y la jardineria
constituyen el primer grupo de riesgo para adquirir la
enfermedad; no obstante, se han producido infecciones
al realizar actividades que involucran la manipulacion
de heno, madera contaminada,'*57 animales infectados o
cultivos de Sporothrix,® y por mordeduras o arafiazos de
gatos o de cualquier otro animal.

Las presentaciones clinicas mas comunes son la afec-
tacion linfocutanea y la cutanea;® con menor frecuencia
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se han descrito casos de esporotricosis pulmonar y otras
formas extracutaneas que ocasionan dafio osteoarticular,
meningeo o pulmonar por diseminacién hematogena del
hongo. En los pacientes que sufren algin tipo de inmu-
nodepresion, la infeccion es mas severa y afecta varios
6rganos.’® Mientras que la mortalidad por esporotricosis
en individuos con inmunidad intacta es baja, la enferme-
dad en sujetos inmunodeficientes puede ser mortal si no
se diagnostica y trata oportunamente.t

La variabilidad, gravedad y evolucion clinica de las
manifestaciones clinicas de la esporotricosis han sido objeto
de diversos trabajos experimentales dirigidos a establecer la
relacion entre las caracteristicas fenotipicas de la cepa infec-
tivay la variacion clinica observada.®” La termotolerancia,
el origen o la pigmentacién de las cepas son algunas de las
caracteristicas que se han relacionado con la virulencia y,
por tanto, con la evolucién de la infeccion.'213

Hasta el afio 2007, se consideraba que Sporothrix schenc-
kii era la Unica especie del género causante de enfermedad
en el ser humano; sin embargo, nuestro equipo, por medio
de estudios filogenéticos basados en el gen de la calmo-
dulina, combinado con el analisis fenotipico de diferentes
aislamientos de origen clinico, determin6 que Sporothrix
schenckii estaba realmente formado por un complejo de
especies. A partir de estos resultados se establecieron dos
nuevas especies de importancia clinica: S. brasiliensis y S.
globosa, y dos especies ambientales: S. mexicanay S. albi-
cans.** La infeccidn experimental inducida en ratones con
diferentes especies de Sporothrix indica que la virulencia
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de los aislamientos, la afectacion organica y la respuesta a
la esporotricosis dependen de la especie infectiva.®

MATERIAL Y METODO

Cepas

Se eligi6 una cepa de origen clinico de cada una de las
tres especies de Sporothrix de la coleccion de los autores:
S. schenckii (FMR 9018), S. brasiliensis (FMR 8314) y S.
globosa (FMR 8600).

Animales

Se utilizaron ratones OF1 de seis semanas de edad (Charles
River, Criffa SA, Barcelona, Espafia), de 28 a 30 gramos de
peso, y se distribuyeron en grupos de 10. Las condiciones
de estabulacion fueron aprobadas por el Comité Etico de
Bienestar Animal de la Universitat Rovira i Virgili.

In6culo

Las cepas se resembraron en placas de agar patata dextrosa
(APD) y se incubaron durante cuatro dias a 30 °C. Se pre-
pard una suspension de conidios agregando solucion salina
al 0.9% a los cultivos y rascando suavemente la superficie.
Después, se filtro a través de gasas estériles, se resembro en
200 mL de caldo patata dextrosa y se incub6 en agitacion
(150 rpm) a 30 °C durante cuatro dias. Posteriormente, los
caldos de cultivo se filtraron a través de gasas estériles, se
lavaron tres veces con solucion salina mediante centrifu-
gacion (2500 rpm, 10 min), y el sedimento se resuspendio
también en solucién salina. El indculo se ajusto por medio
de un hemocitémetro a la concentracién requerida y su
viabilidad se comprob6 con diluciones seriadas y siembras
en agar patata dextrosa.

Infeccion

Los animales se distribuyeron en grupos de 10, y se esta-
blecieron dos modelos de infeccidn: a) sistémico, mediante
inoculacidn intravenosa en la vena lateral de la cola, con
2 x 107 conidios/animal de S. schenckii, S. brasiliensis o
S. globosa, y b) subcutaneo, por inoculacién en el dorso
de 200 conidios/animal de S. schenckii o S. brasiliensis.
En el caso de la infeccion subcutanea, se trituraron en un
mortero puntas de espina de rosal, las cuales se esterili-
zaron y se agregaron como paso final al indculo antes de
proceder a la infeccidn. Todos los animales se mantuvieron
en observacion durante 30 dias.

Patologia Revista latinoamericana Volumen 48, num. 2, abril-junio, 2010 83



Arrillaga Moncrieff | 'y col.

Carga fungicay estudio histopatolégico

Alos 30 dias de la inoculacidn, los animales supervivien-
tes infectados por via intravenosa fueron sacrificados por
anoxia con CO,. Se extrajeron asépticamente el bazo,
el higado, los testiculos, los rifiones, los pulmones y el
cerebro. Una porcion de cada organo se fijo en formol al
10%, se deshidrato y se incluyo en parafina. Se realizaron
secciones de 2 mcm que se tifieron con hematoxilina-
eosina (H-E), PAS y Grocott, para su posterior estudio
histoldgico. Otra porcion de cada 6rgano (de 1 g, aproxi-
madamente) se homogeneiz6 en 2.5 mL de solucién salina,
y se sembro en agar patata dextrosa para determinar las
unidades formadoras de colonias (UFC).

Los animales infectados por via subcutanea fueron sacri-
ficados por parejas los dias 2, 4, 7, 14, 21 y 30 después de
la infeccion. Se tomaron muestras de la zona de inoculacion
y se procesaron para su estudio histopatologico, como ya
se describid. Se realizé también una valoracidn citoldgica
mediante las improntas de las lesiones supurativas. Estas
improntas se hicieron tocando suavemente las lesiones con
portaobjetos, y después se tifieron con Giemsa y PAS.

Analisis estadistico

Los datos de supervivencia se analizaron con la prueba
t. Los datos de la recuperacion fungica se transformaron
a log,, y se compararon con la prueba Mann-Whitney U,
utilizando GraphPad Prism 4 para Windows. Se considero
valor significativo una p < 0.05.

RESULTADOS

Siete dias después de la inoculacién, todos los animales in-
fectados por via intravenosa o subcutanea con cualquiera de
las especies de Sporothrix tenian un nédulo eritematoso.

Evolucion de las lesiones

Alos 15 dias, los animales inoculados por via intravenosa
mostraban lesiones costrosas en el lugar de la infeccion, in-
dependientemente de la especie infectiva. A los 20 dias, se
observo excavacion y ulceracion en las lesiones de 70% de
los animales infectados con S. schenckii. En contraste, los
inoculados con S. brasiliensis tenian numerosas lesiones
costrosas (0 lesiones satélite); en el caso de los inoculados
con S. globosa, las lesiones costrosas eran Unicas y de
menor tamaio (figura 1). A partir de los 20 dias, y hasta
finalizar el periodo experimental, se noté un incremento

Figura 1. Lesiones en la cola de ratones 20 dias después de la
inoculacion intravenosa con 2 x 107 conidios/animal. (A) Lesion
ulcerada y excavada con lesiones satélite producida por S. schenc-
kii. (B) Lesiones mliltiples costrosas en animales inoculados con
S. brasiliensis. Las figuras de este articulo aparecen a color en el
anexo 2 de este nimero.

de lesiones satélite en los ratones infectados con S. schenc-
kii o S. brasiliensis correspondientes a la diseminacion
hematdgena, linfatica (o ambas) del hongo. Las lesiones
producidas por S. globosa no evolucionaron.

En los animales inoculados subcutaneamente con S.
schenckii 0 S. brasiliensis aparecieron nddulos eritemato-
sos locales a los nueve dias, que fueron convirtiéndose en
lesiones excavadas y ulceradas en un lapso de 20 dias; un
mes después, comenzaron a supurar (figura 2). Ninguno
de estos animales mostré lesiones satélite.

Figura 2. Lesion ulcerada supurativa en ratones OF-1 tras 30 dias de
infeccion subcutanea con 2 x 107 conidios/animal de S. schenckii.

Supervivencia

Todos los animales infectados por via intravenosa con S.
brasiliensis o con S. schenckii fallecieron entre 9y 23 dias
después de la inoculacion, sin que hubiera una diferencia
significativa (p > 0.05) entre ellos; sin embargo, la super-
vivencia fue del 100% en los infectados con S. globosa.
La supervivencia de los inoculados subcutaneamente con
cualquiera de las especies fue del 100%.
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Carga flngica

La determinacién de la carga fUngica tras la inoculacion
sistémica revelo la gran capacidad de diseminacion de S.
brasiliensis y S. schenckii, ya que en todos los 6rganos
estudiados se recuperaron ambas especies en concentra-
ciones elevadas. La carga fungica (UFC/g de tejido) fue
significativamente superior en los animales infectados con
S. brasiliensis que en aquéllos con S. schenckii en los 6r-
ganos analizados (p = 0.043 a < 0.001). Aunque también se
recuper6 S. globosa en todos los 6rganos, la carga fungica
fue significativamente menor en comparacion con las otras
especies de Sporothrix (p < 0.001 en todos los 6rganos vs S.
brasiliensis y S. globosa). S. brasiliensis mostré un marcado
neurotropismo, con valores de 7.31 + 0.64 UFC/g (log,,
mediana * desviacion estandar) mientras que este érgano
fue escasamente afectado por S. schenckii o S. globosa (3.84
+2.10 UFC/gy 0.74 £ 1.33 UFC/g, respectivamente).

Estudio histopatolégico

Al final del periodo experimental, los animales inocula-
dos por via intravenosa con S. brasiliensis o S. schenckii
—pero no los inoculados con S. globosa— revelaron una
marcada hepatoesplenomegalia. En la infeccion por S.
schenckii se observaron abundantes microabscesos en el
higado y el bazo, mientras que una considerable hepa-
toesplenomegalia con isquemia generalizada en el higado
fue la caracteristica de S. brasiliensis. No se detectaron
alteraciones macroscopicas en los tejidos de animales
inoculados con S. globosa (figura 3).

Las secciones histoldgicas tefiidas con H-E pertenecien-
tes a los tejidos infectados con S. brasiliensis intravenoso
mostraron abundantes lesiones difusas en todos los
organos, con infiltracion masiva de células fungicas en

Figura 3. Aspecto macroscoépico del higado tras 30 dias de inocula-
cién intravenosa con Sporothrix spp. (A) La infeccion con S. globosa
no produjo alteraciones macroscopicas visibles. (B) Los animales
infectados con S. brasiliensis presentaban hepatoesplenomegalia
con palidez del érgano debido a una isquemia generalizada. (C)
Los ratones infectados con S. schenckii presentaban hepatoesple-
nomegalia con lesiones micronodulares de color blanquecino en la
superficie del higado y del bazo.

diferentes estadios de maduracion y ausencia de células
inflamatorias (figura 4A). Por el contrario, en los animales
infectados con S. schenckii se observaron granulomas de
centro necrotico, rodeados de infiltrado linfocitico con
cantidad variable de leucocitos polimorfonucleares dis-
tribuidos en el &rea central, donde se encontraban células
fungicas (figura 4B). No se apreciaron alteraciones histolo-
gicas en los animales infectados con S. globosa, solamente
lesiones costrosas en la epidermis del sitio de inoculacién,
con escaso componente inflamatorio (figura 4).

Figura 4. Secciones histopatoldgicas de higado. (A) Infiltracion ma-
siva de esporas de S. brasiliensis que desplazan a los hepatocitos.
(H-E x250). (B) Granuloma abscesificante de centro necrético con
muy escasas esporas de S. schenckii (H-E x100).

Las tinciones de PAS y Grocott revelaron en los tejidos
afectados por S. brasiliensis abundantes células levadu-
riformes dentro y fuera de los citoplasmas celulares. Las
levaduras de S. brasiliensis eran méas ovaladas y de menor
tamafio; en S. schenckii, estaban en el centro de la lesion
granulomatosa y mostraban una caracteristica forma
alargada de “cigarro puro”. Al evaluarse las muestras de
tejido infectado con S. globosa con las tinciones de PAS y
Grocott, se notaron escasas células flngicas levaduriformes
ovaladas. Aunque se ha comunicado la existencia de cuerpos
asteroides en la esporotricosis experimental,'” no hallamos
en ningun tejido cuerpos asteroides con el fendmeno de
Splendore-Hoeppli o células gigantes multinucleadas.

En el andlisis de preparaciones histolégicas de piel
tefiidas con H-E de animales infectados subcutaneamente
con S. schenckii no se apreciaron cambios histologicos
en las muestras correspondientes a los dias 2, 4y 7. A
partir del dia 14 aparecieron lesiones ulceradas, con
pérdida de la continuidad en la epidermis, que mostraba
zonas de hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Era notorio
el componente inflamatorio en las estructuras cutaneas y
subcuténeas, con leucocitos polimorfonucleares y células
gigantes tipo cuerpo extrafio. Con la tincién de PAS se
revelaron abundantes células levaduriformes en forma de

Patologia Revista latinoamericana Volumen 48, num. 2, abril-junio, 2010 85



Arrillaga Moncrieff 1 'y col.

cigarro puro que alternaban con otras ovales, algunas de
ellas en gemacion.

En las improntas realizadas a partir de las lesiones pro-
ducidas por S. schenckii, en las tinciones de Giemsa y en
las de PAS, se apreci6 una notable respuesta inflamatoria
con leucocitos polimorfonucleares, linfocitos e histiocitos
en un marcado fondo necrético. La tincién de PAS resulto
altamente informativa y demostrativa en la deteccion del
pleomorfismo de las células fingicas con formas alargadas
e incluso ovales de S. schenckii (figura 5).

=L

Figura5. Improntas de las lesiones ulceradas de ratones inoculados
subcutaneamente con S. schenckii. (A) Respuesta inflamatoria, con
leucocitos polimorfonucleares e histiocitos con fondo necrético que
acompafian a las células fungicas (PAS x100). (B) Detalle donde
se observa una morfologia polimérfica para las células fungicas
(PAS x400).

DISCUSION

La variabilidad clinica, gravedad y evolucion de la espo-
rotricosis han sido objeto de estudio de numerosos grupos
de investigacion. Antes de 2007, afio en el que se descri-
bieron tres nuevas especies de Sporothrix, se identificaba
al agente causal de la esporotricosis como S. schenckii.
Sobre este escenario, numerosos autores atribuyeron la
variabilidad de la infeccion a las diferencias fenotipicas
y fisiologicas observadas entre cepas. Mediante estudios
experimentales realizados in vivo se correlacion6 la termo-
tolerancia, la pigmentacion o la composicién de la pared
con la virulencia. Dixon y col.® utilizaron un modelo de
infeccion sistémica en ratones para comparar la virulencia
entre distintas cepas de S. schenckii, y demostraron que las
cepas que tenian conidios pigmentados y la capacidad de
crecer a 37 °C eran mas virulentas, sin importar su origen
clinico o ambiental; sin embargo, las cepas incapaces de
crecer a 37 °C eran avirulentas, independientemente de
la pigmentacién. En estudios posteriores se determind
que las cepas con un mayor contenido de ramnosa en
la pared celular eran mas virulentas que aquéllas en las

que predominaba la manosa.” En otras investigaciones se
comprobdé que las cepas aisladas de pacientes con espo-
rotricosis sistémica eran mas virulentas que las obtenidas
de infecciones linfocutaneas en un modelo de infeccion
subcutanea en ratones.*’

Con la reciente identificacion de nuevas especies de
Sporothrix se hizo indispensable comprobar si la virulencia
de la infeccién depende de la especie. Para realizar este
tipo de estudios, es necesario utilizar modelos experi-
mentales de infeccién. Este tipo de modelos es altamente
informativo, ya que da al investigador la posibilidad de
controlar un gran nimero de variables tales como con-
centracion de inéculo, cepa infectiva, via de inoculacién,
estado inmunitario del huésped, etc., que no pueden ser
controladas en el caso de las infecciones en humanos.
Los estudios de virulencia, como el que aqui se presenta,
permiten evaluar y comparar en tiempo real la gravedad
y el curso de una infeccidn, asi como las caracteristicas
histopatologicas y la respuesta orgéanica a la misma. No
obstante, hay que ser consciente de que el modelo animal
representa una aproximacion de una infeccion, y por ello
las conclusiones obtenidas deben ser trasladadas a la cli-
nica humana con cautela.®

El estudio de la esporotricosis causada por distintas
especies del complejo Sporothrix en modelos animales ha
demostrado la existencia de diferencias evidentes no sola-
mente en cuanto a su virulencia, sino también en la respuesta
inflamatoria y la afectacion orgénica, observaciones que
podrian estar intimamente relacionadas con el curso de las
infecciones en humanos.

S. brasiliensis fue la especie mas virulenta, ya que en
animales ocasiono elevada mortalidad y diseminacion
multiorganica. S. schenckii sensu stricto produjo una
mortalidad comparable a la de S. brasiliensis; sin em-
bargo, la carga fungica fue significativamente menor en
los 6rganos estudiados. Se ha comunicado que la piel, los
pulmones, el bazo y los testiculos son los érganos mas
afectados en modelos experimentales de esporotricosis
sistémica.’*1’

Los resultados de los autores sugieren que S. brasiliensis
tiene una elevada capacidad de diseminacién a todos los
organos analizados, mientras que S. schenckii mostré tro-
pismo preferente hacia el higado, los testiculos y el bazo.
La elevada carga flngica vista en el cerebro de los animales
infectados con S. brasiliensis es un hallazgo que podria
ubicar a esta especie como la causante de las afectaciones
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meningeas que sufren los pacientes con SIDA.1%18% | g
infeccion con S. mexicana o S. globosa se distingue cla-
ramente de la producida por S. brasiliensis o S. schenckii
por la baja carga fungica encontrada en los érganos y la
incapacidad de reducir la supervivencia de los animales
infectados.* Otro hallazgo de interés es la diferencia en
la respuesta inflamatoria desencadenada por las distintas
especies. El patron clésico de respuesta histopatolégica atri-
buido a la esporotricosis consiste en una lesién que combina
una reaccion piégena y granulomatosa con microabcesos
y elementos fangicos redondeados o en forma de cigarro
puro localizada principalmente en el centro del granuloma.*?
Dicha respuesta solamente se observd en los animales in-
fectados con S. schenckii. En el caso de S. brasiliensis, no
se aprecié componente inflamatorio a pesar de la elevada
densidad de elementos fungicos hallados, especialmente en
el higado. En este 6rgano se encontraron abundantes coni-
dios en el interior de macréfagos, una imagen que recuerda
a las infecciones hepaticas producidas por Histoplasma
capsulatum, en las que hay células fangicas en el interior
de las células de Kupffer.

El objetivo de este trabajo es informar al patélogo y
al microbidlogo de los Gltimos hallazgos en modelos ani-
males de esporotricosis y las caracteristicas diferenciales
de la infeccion segun la especie infectiva. Al momento de
emitir un diagnostico, el patélogo debe considerar las va-
riaciones histopatoldgicas referentes a las lesiones macro
y microscopicas, asi como a la respuesta inflamatoria, ya
que la identificacion de la especie de Sporothrix puede
facilitar la eleccion de una terapia antifungica adecuada.
Si bien la remision espontanea de la esporotricosis no es
rara, casi todos los pacientes requieren tratamiento. En
la mayoria de los casos de infeccion localizada es efec-
tiva la administracién de solucidn saturada de yoduro de
potasio e hipertermia local. Para el manejo de las formas
extracutaneas y diseminadas se recurre a los azoles,
polienos y alaninas, aunque en pacientes con inmunidad
afectada el prondstico no es bueno, pese al tratamiento
antifingico. Los estudios in vitro han demostrado que
las diferentes especies del complejo Sporothrix poseen
distinta sensibilidad a los antifingicos;* por lo que la
adecuada identificacion de la especie permitiria elegir la
antimicoterapia idonea.
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