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INTRODUCCION

La esporolricosis es una micosis subcuténea, granulomatosa de evolucion
subaguda o crénica, caracterizada por lesiones noduilares que generaimente siguen el
trayecto de los vasos linfaticos, posteriormente se sblandan vy se abren (gomas)para
formar UGlceras indoloras; en ocasiones hay diseminaciones a pulmones, huesos,
articulaciones, sistema nervioso central y tracto genitourinario. El agente etioldgico es el
honge dimérfico Sporothrix schenckii (5,56).

Se atribuye a Montaghe la descripcion de la primera especie palégens en 1844,
sin embargo el primer reporte lo realiza Schenck en 1898 en Baltimore. En 1900
Hektoen y Perkins (25) presentan un caso cuyos hallazgos paloldgicos, clinicos y
micologicos eran idénticos a los descritos por Schenck y denominan al &agente
etiolégico Sporothrix schenckii. En México Gayén describe el primer caso en 1914,
después del cual se ha presentado esta micosis en forma permanente y en un namero
considerable (33,34).

Sporothrx schenckil s un hongo dimérfico el cual presenta la forma de levadura
tanto en muestras biolégicas como en medios enriquecidos 8 37°C y forma micelial
cuando se encuentra en la naturaleza o se le cultiva atemperatura ambiente o a 28°C .

La principal via de enitrada del hongo al {ejido humano ocurre mediante
traumatismos o laceraciones en piel, a través de material que contiene la forma micelial
infectante, pasando & la fase levaduriforme en el hospedero; sin embargo se han descrito
casos puimonares de esta micosis cuya via de enirada es la respiratoria. El periodo
de incubacion de la esporolricosis culénea es de 8-10 dias.

En la naturalezs el hongo se encuentra principaimente en vegetales como:
zacate, paja, forraje, plantas espinosas, madera, musgo; suelo, etc. En México la mayor
frecuencia de infeccibn coincide con las estaciones frfas y secas del sfio. S.
schenckii parece ser resistente a la desecacion pero sensible a la exposicion directa de la
luz solar y del frio severo (<5°C).



La esporotricosis presenta una emplla distribucién mundlal; no posee limitaciones
geograficas, se ha encontrado en zonas secas y casi aridas, tropicales, semitroplcales,
templadas y hiimedas; es rara en Europa, frecuente en Asia, Africa, Oceania y América,

principalmente en el centro v sur de este Uitimo continents. En México ocupa el primer
lugar dentro de las micosls subcutaneas.

Esta micosis se presenta con mayor fracuencia en campesinos, granjeros, floristas,
horticultores, carpinteros, empacedores de loza, stc.. El mayor porcentaje correspondes al

sexo masculino y todas las razas parecen ser Igualmente susceptibles. En México el
mayor nimero de casos se presenta en aduitos jovenes y en nifos.

Existen an la literatura varias clasificaclonss clinicas de la esporotricosls, desda la
primera propuesta por los franceses De Beurmann y Gougerot; posterlormente las

mexicanas de Lavalle (32) y Gonzdlez Ochoa (17); Rippon (86). Gonzélez Qchoa en
1952-1953 propone la siguiente, que o5 una de las mas aceptadas.

Gomosa ascendente de las exiremidades
Tipo Linfangitico

Gomosa de otras regiones

Ulcarativo
Verrucoso
Cuténea Tipo Fljo Acneiforme
Placa Inflitrada
Erltemato-8scamoso

Tipo Hematégeno Gomosa disemineda sobre cualquier parte
de la superficle cuténea

Primaria
Extracutanea Concomitante con la forma gomosa de ofras
reagionas
Secundarla a los tipos linfangitico y fijo



El dlagnéstico de laboratorio de esta micosls se realiza baslcaments medlants el

cultivo de muestras bloldgicas y la intradermorsaccién con asporotricina metabdlica (20,
22, 56),

En la esporotricosis el examen microscépico directo es de poco valor para fines
diagndsticos, ya que el hongo rara vez se observa en lesiones humanas ( 38,51).En
tejidos de animales con infaccion natural o experimental se ohservan faciimente las
formas parasitarlas, en las que §. schanckll aparece bajo la forme de: {evaduras an forma
de clgarro, cuerpos ovoldes, cuerpos asteroldes, formas en anilio y ocasionaimente hifas.

Por medio de sisteamas Inmunoenzimaticos ¢ de anticuerpos fluorescentes se pone

de maenifiesto la presencla de! hongo en las muastras blolégicas de casos humanos
(20,29,70).

Aun cuando el dlagndstico de la mayoria de las micesis incluye el exdmen directo
del producto patolégico, en la esporotricosls parece ser la excepclén (21,28,56) , porla
dificultad de encontrar la forma parasitaria del hongo, sin embargo existen reportes que
sefialan la presencia de levadures, cuerpos asteroldes y aun micello, que se
llagan a observar ocaslonalmente(25,30.40,46,47,55,58).

A pesar de no encontrar @ las estructuras parasitarias en las muesiras
bloléglcas, cuando se siembran estos productos, se obtlene en casi todos los casos el
desarrolio de $. sghenckli (22,32,56). Este contraste conduce a penser en varlas
causas enlre las que pueden inclulrse: 1) que el pardsito adquliere diferentes aspactos
confundibles con elementos tisulares ordinarlos, 2) muy pocas células fingicas
presenies 3) labliidad del hongo dentro del organisme humano,4) presencla de particulas
fungicas menores de 0.2 um de tamaio,no ohservadas por &l microscoplo dptico de
uso rutinerlo en los laboratorios de dlagnéstico, S)blasquedas no eflcaces de las
formas parasitarlas del hongo en muestras obtenides de paclentes y 6) hébltat
Intracelular del hongo(4,15,16,21,56,65).

Las pocas estructuras de S. schenckll que llegan a ohservarse presentan
formas en huso, bacilares cortas, baséfllas que midende 1 - 3 um por 2 -5 ym,

presentdndose solas 0 en grupo, células ovoides o aesféricas, levaduras simples o an
gemacién de 3 - 5 um de didmetro,



Los cuerpos asteroldes, tipicamente consisten en una levadura oval o redonda con
reaccion baséfila de 3 - 5 um de didmetro, con prolongaciones de tipo radial de reaccién
sosinofilica de hasta 10 pm, (4.47,56,58).

Contrarlamente a (o que ocurrs en humanos la observaclén de las formas
parasitarias en animales con Infeccion natural o experimental es muy fracuente. LoS
animales mas susceplibles a la Infecclon experimantal son los ratones, ratas, cobayos y
hemsters (2,3,12,15,36,56) slendo las vias Intraperitoneal y la Intratesticular las mas
utillzadas (2,3.7,12).



ANTECEDENTES

1.- Epldemiologia.

1.1.- Ecologia.

El hébltat de $.schencki] es el suelo, madere, zacete, paja, musgo, plantas
espinosas, claveles, algas y vegelales en descomposicion (6,13,35,45,56),

Findley (15) considera una temperatura éptime para el desarroilo del hongo de 27
- 29°Cy humedad reletiva del 92 - 100%; en camblo Macklhnhon (42) senala una
humedad del 90% y une temperatura de 15°C - 20°C.

1.2.- Distribucién.

Algunos autores consideran que S.sghenckll no posee limitaciones geogréficas, se
he encontrado en zonas secas y casl aridas como en reglones tropicales, subtroplcales,
templadas y humedas, La sesporotricosis as de amplia distibucién mundial, existen
reportes ds fos cinco continentes, sin smbargo su Incldencla vatla considerablements, Es
rara on Europa, frecusnte en Asla, Africa, Oceanla y América; slendo México, centro y
sudamérica los lugares de mayor frecusncla.

Le esporotricosis en la Republica Mexicana ocupa el primer lugar dentro de las
micosis subcuténsas, prasentandose en forma esporadica en todo el pals o en 20nas
de endemla, slendo lpos estados de Distrito Federal, Guanejualo, Puebla, Jallsco,
Michoacén, Oaxaca, Nuevo Leén, Guerrero, Hidalgo, Veracruz y ¢l Distrito Federal los
slitios donde se pressnta con mayor frecusncia,

Existen reportes en la fiteratura mexicana que setlalan psquenas epldemlas
on algunos estados del pals como; Gonzalez-Benavides que menclona epldemlas
entre aifareros en Monterrey N.L., Medina-Ramirez en San Luis Potosl, Garret y
Robbins an Ciudad Juérez Chihuahua; Gonzélez Ochoa en Jalisco y la Slerra de Puebla;
Lavalle menclona 4 epldemias famlilares de Tialpizahua,México.D.F., San Luls Potosi y
Puebla en donde llega a alsiar al hongo & partir de une planta de bugambilla
(32,35,66,67).

A nivel mundlal sobresalen los estudios realizadss por Padilha Goncalves, qulen
menciona que la distribucion geogréfica de la esporotricosls no indica una geopatologia
caracteristica de la micosis(54). Conti-Diaz en Uruguay menciona que a Incidencla de la
enfermedad ha aumentado en ese pals y sefiala que el origen de la enfermedad fue el
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contacto con armadillos o sus cusvas (6), Mayorga y cols. (45)an Guatamale describan
una zona enddmica an la regién de la Laguna de Ayarza, relaclonando la Infecclén con el
manejo de pescado; Pijper y Pulllngsr menclonaron lo que se considera la mayor
epldemla de asporotricosls en la historla, con casl 3000 casos en las minas aurlferas de
Transval, Africa del Sur, slendo la principal fuente de infecclén las vigas de soporte de
las minas (54,56).

1.3.- Alslamiento.

En la mayorle de los brotes epldémicos se ha logrado alslar al hongo de la
neturaleza(42). De Beurmann y Gougerot en 1808 fueron [os primeros sn observar el
desarrollo de S.schanckil sn la naturnieza a partir de la corteza del arbol de la haya, de
las hojas de la planta cola de caballo que se desarrollaba enh la base del arbol v
posteriormente de granos secos de arena. Stortory hlzo observaciones similares sobre
cepas aisladas de la cascara del trigo (13) Emmons recuperéd al hongo de una muestra del
musgo esfagneo, sefalado como fuente de infeccidn entre floristas. Brown Waeintraub vy
Simpson en 1947 alstaron $.s¢henckl| e penir de la madera empleada como soporte en
las minas de oro de Witwatersrand, ellos observaron al hongo n gltu y obtuvieron
cultivos de diferentes muestras de madera (13).

En 1941 Gastinau,Spolyar y Haynes relatan la presencla de S.schenckll en sl
musgo manipulado por floristas que padecieron posteriormente la enfermedad, de Igual
manera Crevasse y Ellner an 1860 mencionan al musgo como fuente de Infecclon. En
1962 Dean y Haley lo alslaron de 10 capas del suelo; Orr y Howard alslaron 9 cepas
silvestres del suelo, estiercol de rata y 1 de madera, ‘

Mackinhon y col. en 1869 (42) en Uruguay aislaron 7 cepas de S.schenckil a
parir de 125 muestras de desechos de plantas y suelo, relacionando al mismo tlempo
la adqusiclén de la infeccién en humanos con traumatismos reallzados con materlal
ampleado por los armadlilos para hacer sus nldos.

En 1976 Feuerman y col, (14) aislan al hongo a partir de muestras de suelo en
Israel, considerada fusnte de Infaccién de ja anfermadad.

Mayorga vy cols, (46) realizaron estudlos en una zona endémica de esporotricosls
en la regién de la laguna de Ayarza en Guatemala, sin conseguir alslar al hongo del
material que se& muestreo.



En México Lavalle (35,36) logra el aislamiento del hongo a partir de una bugambliia
on San Pedro Petlacotla del estado de Pusbia,

Elalslamisnto de $.schenckll de la naturaleza parece ser mas frecusnte en zonas
endémicas, aunque tamblén se ha aislado en &areas donde la enfermedad no se ha
registrado (23,41,63,64).

2.- Histopatologia.

La caracter(stica histopetoidgica de la esporotricosls es una combinacion de
reacciones piogena y gramutomatosa, que contlens histiocitos, plasmocitos, focos de
pollmorfonuclearss, células gigantes de tipo Langerhans y de cusrpo exirafio,
acompaiiada de alteraciones epidérmicas que consisten en  hiperplasia
seudoeplisllomatosa con formacién de  microabscesos  infraepldérmicos de
poilmorfonucieares (pmn)(36,56).

En 1900 Hektcen y Perkins (25) observaron la presencia de abundantes
leucocitos pmn en focos densos, sin determiner la presencia de algiin microorganismo en
tinclones histopatoldgicas realizadas a muestras de abscesos cutaneos.

Corresponde a Splendore en 1908, la primera observacion de radiaciones
rodeando células de "Sporotrichum” en tejldos humanos, denominando a dichas
astructuras '"Formaclones Asteroides" o * Cuerpos Asteroldes" que fusron encontradas
extracslularmente en pus de leslones elasticas, verrucosas, vegetantesy duras. En
ese arfo Greco en Argentina describi6é estas formas radiadas en lesiones de hombres y
de ratas, posteriormente aparecen mas reportes de formaclones asteroides realizados por
Telice, Mackinnon, Moore y Ackerman y Pinkus (48,55).

Moore (47.48) en 1946 describe formaciones radladas de hongos patégenos en
tejidos humanos incluysndo en este grupo a Sparothrlx schenckl].Moore Indica que la
presencla del hongo an tejido puede prasentarse en dos tipos: a) En tejido o pus las
células del hongo pueden observarse como bacilos cortos o formas de huso, baséfilos,
de 1 - 3 umpor2-5um, solos o an grupos, pusden encontrarse con dificultad células
ovoides o esféricas libremente dispersas en el materlal necrético o fagocitado por
Isucocltos mononucleares o macréfagos. b) Un segundo tipo denominado “Forine
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Astarolde” caractarizado an te)ldo 6 pus por la prasencia da una astructura radlada sobre
ol hongo, slendo la célula cantral asférica y de pared grussa de 5 pm de dldmetro, los
rayos varfan en grosor de 2 - 8 um, los cuerpos acidofllos pueden verse a través del
nédulo, los cuales estan hechos de rayos cortos, Las estructuras de radiacién se
observan dentro de microabscesos rodeados por leucocltos polimorfonucieares y otras
células de tipo Inflamatorio. En algln tlempo los cuerpos acidoflios fusron identificados
como la forma asteroide de $.5chenckii.

En 1850 Gonzélez-Ochoa y Soto Pacheco (21) describen el clclo evolutivo de
S.schenchdi in vitre; en ef astado parasitario el hongo se encusntra bajo el aspecto de
slementos cocoldes, basofilos, de diversos tamenos y formas: ovoldes, redondos o
piriformes, an masa, que se ancontrarian predominantements dentro de las células
tomendo el aspecto de esferas pequeias huecas, medias lunas o signos en coma,
rodeados de una substancla acidofila dandole la apariencia de halo, de estos elementos
se derlven las formas en cigarro, que se engruesan posteriorments, vy se tornan
ovoldes, plriformes, emitlendo un tubo germinativo que medura, se tablca y ramifica,
constituyando asl &) micello y finalmente forina los conldlos.

Lurle y Still en 1968 (40) realizan estudlos sobre la naturaleza del cuerpo
asteroide, concluyendo que este se forma como resuitado do fa precipitaclon dsl
complejo antigeno-anticuerpo sobre ia superficle, que al aumentar daria como resultado
una forma asteroide, depositado sobra la supsrficle del hongo.

En 1963 Lurie y Still (40) clasifican a fos granulomas como: 1.- Esporotricosico,
2.- Tuberculoide. 3.- de Cuerpo extratto.

La leslon basica del granuloma esporotricdsico es una reaccldn consistente en
masas de histlocitos eplieloides, los cuales tlenen tendencla & formar 2onas
concéntricas. El drea ceniral de la leslén consiste de neulréfilos o materlal necrético
rodeade por un infilrado de neutréfilos, algunas céiuias plasméticas y linfocltos. E}
granulome {uberculoide es una reaccidén cuya érea es una combinacién de células
spiteloides mezcltadas con flbroblastos, finfocitos y células glgantes de Langerhans.
Otras lesiones, puaden prasantar una capa externa de células plasmaticas, lo que pusds
sugerir una reaccién tipo sifiiolde, que estd formada por plasmocitos, linfocitos v
fibroblastos, ¢on neoformacién vascular y engrosamiento de sus paredes, Esta
disposicién en zonas no as constante, va que los elementos celulares suelen



sntremezclarse, (3656). En las leslones de esporotricosls cronica, la
hiperplasia seudoepiteliomatosa puede ser tan exiensa que suglers una neoplasia.

En 1963 Lavalle y cols. (39} senalan la presencia de cusrpos asteroldes en
muestras de paclentes con esporofricosis, posterlormente presenta reportes de ofros
¢asos en donde observa la forma parasitarla del honge.

Existen pocos reportes an la ilteratura que Indiquen la observacién de hifas en
muestras patoldgicas, en 1911 Adamson observa la presencia de hifas y posteriormente,
tamblén Mount, Wade y Mathews, Okudaira, Lurle y Maberry (29,37).

En 1982 Kinbaray Fukushiro (31) mencionan que en ol 64.5% de los paclentes
con  esporotricosis encontran cuerpos asteroides, elementos fiunglcos libres y
levaduras simples o en gemacién; hifas an el 93.5% de los pacisntes vy slsmentos
funglcos Intracsiulares en ol 61.2% consistentes en esporas dentro de células glgantes.

En 1986 Hiruma y Kagawa (26) comunican un caso de esporotricosls con
numerosos elementos fungicos fagocitados por pmn, presencia de cuerpos asteroldes,
micelio, células ovales o gemantes en macréfagos y células gigantes Junto c¢on
elementos flngicos extracslulares, ocasionales blastosporas, hifas y tubos geiminales,
una mercada Inflamaclén ¢on mesas de polimorfonuclearss asoclada con cuerpos
asteroldes dentro de los microabscesos, porlo qgue se suglere que la formaclén de los
cuerpos asteroides estd Infilmamente relacionada con la fagocitosis de Jos
polimorfonuclearas.

En 1985 Rodriguez Toro (58), y Rodrigusz Toro y Palencla (59) enfatizen el posible
valor diagndstico del cuerpo asteroids en la esporofricosls. Observaron un ¢aso de cuerpo
asterolde fagocltado por una célula glgante y en una ocasion observaron que la levadura
astaba en gemacién. Excepclonalmentie se obssivaron fuera de los microabscesos
mayores, rodeado solaments ce 8scasos polimorfonucieares,



Urlbs, Zuluaga y Restrepo (70) en Colombla comentan la utllided de métodos
Inmunoenziméticos para ia busqueda de las formas parasitatins de S.sghenckil. La
téenica de Inmunoperoxidasa mostré blastoconidlas del hongo en todos los casos
estudlados aunque en escaso numero, predominando estas estructuras en la dermis
profunda, media, en la unién dermoepidérmica, estrato espinoso y en la capa cérnea.

3.-INMUNOFLUORESCENCIA.

Esta técnica fue usada por primera vez por Coons y cols. en 1942, La técnica de
antlcuerpos fluorescentes facllita Ja visualizaciéon de los elementos flingicos(20,29,30).

La Inmunofluorescencla indirecta ofreca la posibllldad de descubrir slementos no
viables, como en los estudlos realizados por Kaplan y Gonzélez Qchoa (29) qulenes
obtuvieron cultivo negative e Inmunofiuorescencia positiva en muestras de un paclente.

En 1963 Kaplan y Gonzédlez Qchoa (29) publicaron una nota sobre la aplicacién de
la técnica de anticusrpos fluorsscentes para ol dlagndstico rapido de asporotricosis,
s comparaclén con el cultivo, mostrando resultados satisfactorios. Las estiucturas
observadas varlabann en su morfologla siendo posible sncontrar formes en cigarro,
levaduras simples 0 gemantes, eostructuras elipticas, bacllformes ‘nidos” de
microcolonias.

Kaplan o Ivens (30) visualizaroh slementos del hongo a parir de exudados de

leslones de esporotricosls en experimentos con animales y algunos casos clinicos
mediants Inmunofiuorescencia.
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PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA.

A) En México la esporotricosls ocupa el primer luger dentro de las micosls
subcutdneas; ol astado de Puebla es uno de los lugarss donde se presanta ¢oh mayor
frecuencia, debido a que retne las condiclones dptimas a nivel ecoléglico y
socloacondmlco, por el tipo y condiclones de trabajo desarrollado en las reglones rurales
del estado. A pesar de ésto no so conoce con exactifud la casulstica ni el indice de
infacceidn; tampoco se ha determinado en esia reglon el tipo de vagetaclén que estd
relaclonada con el habltat de Sporothrix schenckll, por lo que es nacesario realizar un

estudio sobre esta micosis que pueda aporter nuevos datos sobre la epidemiologla de
esta micosls,

B) En la esporotricosls, son pocos los casos positivos a la observaclén de las
formas parasitarlas del hongo en las muesiras blolégicas mediante las tinciones
hebltuelss, cual es una limitante para el diagndstico. Por lo enterior seria convenients
Investigar la presencia de las formas parasitarias presentes en muestras  de
paclentes, madlante técnicas como la inmunofluorescencia.

C) Alin cuando se sabe que el perfodo que transcurre entre la entrada del hongo an
su fase fllamentosa y el establecimiento y transformacion e la forma parasitarla as
relativamente corto, se desconoce el tiempo exacto de la conversién, asl como la
abundencia de las formes perasitarlas de los drganos susceptibles a la dlseminacién

de $S.schenckli porlo que es necesarlo disefiar modelos experimentales en animales pera
determinar este dato.

n



HIPOTESIS

1.- Al ser las condiclones ecolégicas y socioeconémicas que prevaiecen en las
regionss rurales del estado de Pusbla simllares a las de otras raglones con un elto
indice de esporotricosis, se espera determinar, en las regiones encuestadas indices

elevados de Infeccién,asi como alslamlento frecuente del honge a partir de fuenies
naturales.

2.- Las sstructuras fungicas menores de 0.2um, pueden st visibles en los tejidos de

animales Inoculados con $. schenckll y en los paclentes con esporotricosls mediante
técnicas de Inmunoflucrescencia.

3.- Se obssrvan diferentes morfologlas parasitarias de S.schenckll, tento en la
inmunofluorescencla como en las técnicas de tingion histopatolégica,
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OBJETIVOS.
1~ Determinar la prevalencla de la esporotricosls en una poblacién rural del estado de
Pusebla, a través de un estudio epidemlolégico con cutlireaccién con esporotricina,

2- Conocer la frecusncia de alslamiento de $.sghangkll & partir de suelos y de
vegetales en las dreas rurales encuestadas.

3- Determiner cuales son los organos susceptibles a la dissminacion de §.sghenckil
a través de la Inoculaclén intraperitoneal en cobayos.

4.- Determinar la frecuencia de las diversas formas parasltarias: cuerpos en cigatio,
cuerpos ovoides y cuerpos asteroldes de §. schenckil on la Infecclon axperimentai.

5- Demostrar mediante técnicas de inmunofiuorescencia, particulas fungicas menores
de 0.2um en te)ldos de pacientes y de animales infactados.

6,- Determinar ol tlampo de conversién de la fase micalial a la parasitarla de $.s¢hanckil
an cobayos.
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MATERIAL Y METODOS.

I.-— ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS,
1.1.- Zona geogrifica estudlada.

El estado de Puebla asté dividido en 21 distritos subdivididos en varios munlcipios
libres, presentando une gran vaeriedad de tipos climaloldgicos y contrastes
topogréficos muy marcados, motivo por of cuel, ol estado se dividide en 3 regiones
naturales que comprenden:

A) Regién norte o de la Sietra, hUumeda vy fria, tiplcamente montancsa.
B) Plantcles meridionales, con ¢lima seco y tamplado.
©) Reglén sur, con clima semideséttico.

Se seleccionaron dos municlpios ubicados en la zona norte: Jicolapa y Progreso
(fig. 1) poblaciones que no han sido esfudiadas en relaclén a la esporotricosis.

1.2.- Obtenclén de esporotricina celular.

Le fase micellal de la cepa CIM-ICUAP 6030 de S.schenckll del laboratorio de
micologia del Centro de Investigaclones Microblolégicas del Instituio de Clenclas de la
Unlversidad Auténoma de Puebla mantanida sn agar micoblético, s& sembré en un
medio liquido quimicamente definido., Se incubé a 37°C en agitaclén constante,
realizando preparaciones en fresco peridédicamente, haciendo pases sucesivos hasta la
obtenclén total de levaduras.Posteriorments se tomaron alicuotas de concentraclén
constante para realizar pruebas de tolerancla a |a temperatura, para lo cuel se colocaron
tubos con levaduras de $.schenckil en medlo llquldo, en hao Marla a 60°C.Se
tomaron alicuotas cada 5 minutos durente 120 minutos que fueron sembradas por
triplicado on agar glucosa Sebouraud, Incubando @ 28°C/20 dias pera determinar
viabllldad.

Para la obtencién del antigeno levaduriformse de $.sshanckll, so colocaron matraces
contenlendo leveduras en el medio liquido quimicamente definido, para Inactivar las
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levaduras se incubaron 2 horas en bario Merfa a 60°C, al término de ests periodo las
levaduras se centrifugaron a 300¢/20 minutos, 4 veces, lavando con solucién salina
Isotdnica (SSI) despusés de cada centrifugacién. Posterlorments se cuantificd el ntmero
de levaduras por miliiltro en un hemocitdémetro, la concentracion de levaduras se
Igualé al numero de células presentes en la esporotriclna levaduriforme  del
Instituto Naclonal de Diagndstico y Referencia SA(NDRE).Se utllizaron frascos de 2 mi
para envasar el antigeno obtenido, hajo campane de flujo laminar.

La prueba de esterllidad del antigeno se realizé a parir de sels frascos tomados al
azar de un lote de 30, sembrando 0.1ml en {ubos con BHI, tloglicolato y Sabouraud por
triplicado, incubando a 37°C/60 dlas y 268°C/60 dlas.

L& esporotrlcina metabdlica se obtuvo del INDRE.
1.3.- Encuesta Epldemlolégica.
1.3.1.- Aplicaclén de la esporotricina.

Se realiz6 on ias dos comunidades rurales del estado de Puebla: Jicolapa
pertensclents al  municlplo de Zacetldn y  Progreso  del  municipio de
Teziutlén.(Figura 1). En la comunlidad de Jlcolapa se aplicaron 133 Intradermorreacciones
y on Progreso 237 a la poblaclén en general, incluyendo a ambos sexos de todos los
grupos de edad.

Se aplicaron 0.1 mi! de esporotricina levaduriforme obtenido en ei laboratorio de
Micologla Bésica, Departamento de Microblologla y Parasitologla , Facultad de Medicina
de la Universidad Naclonal Auténoma de México (UNAM) por via infraepldérmica en el
antebrazo derecho y 0.1 ml de esporotricine levaduriforme (INDRE) en el antebrazo
lzqulsrdo, las lacturas se reallzeron a las 24 vy 48 horas, considerando una prueba
positiva cuando el didmetro de induracién fue mayor o Iguala 5 mm y prueba negativa
si ol didmetro de Induracién era menor a 5 mm.

Atodas las personas positivas a algune de las dos esporotricinas celulares { UNAM
o INDRE ) se les aplicd 0.1 ml de esporotricina polisacdride (INDRE) en i antebrazo
lzquierdo, considerando los mismos criterios de lectura, A las personas con
Intradermoreaccion (IDR) positiva a esta litime se les reallzd estudlos clinico, de cultivo y
frotls teflidos para dlagnéstico de esporotricosis.
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Los datos de las personas a las que se les aplicaron las Intradermoreacciones se
racopilaron en hojas de reglstro (Anexo).

1.3.2.- Alslamlento de $.schenckll a partir de fuentes naturales.

El alslamionto del hongo se realizd a partir de susloy plantas, Las muestras se
tomaron de las casas y propledades cercanas de las personas que pressntaron
resultados positivos a la IDR celular, asi como de ofros sltios de las localldades
sstudiadas.

Las muestras de plantas salecclonadas para el astudloe rusron 53 dsl municiplo de
Jicolapay 41 de Progreso; 47 muestras de suelos del municipio de Jicolapa y 120 de
Progreso, Se procesaron por alguno de los siguientes métodos:

@) Alslamliento por cuiltive,

Se fragmentaron o maceraron 0.1 g de las plantas seleccionadaes en trozos
pequerios, an morieros, sh condiciones astériles, realizando diluclones de las muastras:
1:10, 1:100 y 1:1000 en SSI.

Se suspendid 1 g de suslo en SSi estéril adiclonada de penlcilina y cloranfenicol
para realizar diuciones de: 1:10, 1:100 y 1:1000. Se tomaron 0.5 mide cada dilucién de

plantas y suelo, sembrando tanto en agar de Sabouraud simple como en agar micobiético,
Incubando a 28°C/45 dlas,

b) Aislamiento por inoculacién.

Se procesaron musstras de suelo de ia manera descrita hasta la obtencién de las
dlluciones, posteriormente sa inocularon 0.5 ml de cade dilucién a 3 ratones Balb/e,
adultos, machos por via Intraperitonsal (P). Los ratones se sacrificaron a los 60 dlas,
extraysndo higado, bazo y péncreas, reallzando Improntas vy slembra por triplicado de

cada organo en agar glucosa Sabouraud y BHI, ingubande a 28°C y 37°C/30 dias
raspactivamente.

Todos los cultivos se revisaron perlodicaments, reslizando la Identificacién
macroscépica, microscdpica y ebtenclon de la fase levaduriforme pare $.5¢henckil,
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IX.—- ESTUDIOS PATOCENICOS.

Se utilizaron cobayos Hartley, machos, adultos, de 500 g de peso y una cepa de
S.s¢henckll CIM-ICUAP 6030,

2.1.- Inoculacion Intraperitoneal.

La fase milcellal se macerd on morteros &n condiclones estérlies para realizar
une suspensién igual al tubo nimero 6 del nefelémetro de Mc. Farland. Se Inocularon por
via Intraperitoneal (IP) 0.5 ml de esta suspension a 30 cobayos, Se ufilizé un grupo
testigo de 6 cobayos con 0.5 mi de SSI porvie IP. En cada periedo de 3,6,9.12,15y 20
dlas se sacrificaron 5 cobayos Infectados v 1 control, extrayendo higado, hazo, pancreas
vy riffonss para hacer: frolls e histopatologle c¢on tincién de PAS. Posterlorments los
organos se sembraron por iriplicado en BHI y agar glucosa Sahouraud, Incubando a
37°C y 28°C por un periodo de 30 dias.

2.2.- Inoculaclén Intratesticular.

A pertir de la suspensién del hongo se Inocularon 0.5 mi a 45 cobayos, como
grupo testigo se inocularon 9 cobayos con 0.5 mi de SSI. Se sacrificaron 5 cobayos
infectados y 1 testigo a los:1,2,4,6,8,10,12,14 y 20 dlas posteriores a la Inoculacién,
separando testiculos para realizar: frolis, histopatologla con tinclén de PAS vy cultivo,
sembrando por triplicado en BHI y agar glucosa Sabouraud, Incubando a 37°C y 28°C
durante 30 dias,

IIX.—~ ESTUDIO DE PACIENTES CON ESPOROTRICOSIS.

La busqueda de paclentes con esporotricosis se reellz6 en los centros de salud
de Puebla, Guadelajera y el Distrito Federal, asl como de las encuestas
opldemiologicas que se realizaron en las 2 comunidades rurales.

Se sstudiaron 10 paclentss con asporotricosis 3 de tipo fijo y 7 de tipo linfangitico,
se hizo la historla ¢linlca y se los aplicé ssporotricina metabdlica, se tomaron blopslas de
lesiones activas para cultivo y para histepatologla proceséndolas con tincién de PAS e
Inmunofluorescencia pera la bisquede de las formas perasitarias de $.sghenck]l.
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IV.— ESTUDIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA.

4.1.- Obtenclén de anticuorpos.

La obtenclon de anticuerpos fue a partir de conejos alblnos, machos, adultos, a los
cuales se les extajo 15 ml de sangre para la obtenclén de suero prelnmuna,
posteriormante se les realizd el sigulenis esquema de Inmunizaclén: Ei antigeno
smpleado para fa Inmunizacién de conejos se obtuve a partir de levaduras de la cepa
CIM-ICUAP 6030 de $.schenckil, de un cultivo de 96 horas en BHI mantsanldo a 37°C,
posterlormente las levaduras se ¢entrifugaron a 300g/15 minutos, se lavaron 3 veces
con SSI, 2 veces con acetone, desecando el precipitado final durants 48 horas, ol cual
se disolvio en una proporcion de 2 mg/ml de SSi,

Se aplicd 1 mlde entigano por la vena marglnel de la oreja el primer dia, 1 mi el
segundo dia y 1 mi al tercer dla durante ja primera semana, la segunde semana seo
siguld sl mismo esquema, sangrando a 10s conejos ia tercera semana para la obtenclén
de suero Inmune. La comprobacién de la presencla de anticuerpos se demostré por |la

observacléon de bandas de pracipitacion madiante las técnicas de Inmunoslectroforesis o
Inmunodifusién,

La obtanclén de gamma globulines de suero preinmune e Inmune se reallzd
mediante 3 precipitaciones sucesivas con sulfato de amonio sobresaturado con un pH
de 7.8, disolviendo el pracipitado final en solucién saline amortiguada con horatos,
eliminando el sulfeto de amonlo mediante didlisls en frio (4°C) contra soluclén salina
amertiguada con boratos, el procedimiento de dialisis se mantuvo hasta la eliminacién
completa del sulfato, lo que se verificd porle adicidn de cloruro de barlo a una muestra
del dlalizadoLa determinacion de proteinas se reallzd mediante e método de
Ssdmak (Coomassie), ejustando la concentraclén de proteinas a 1griml.

Las gamma globulinas de los sueres preinmune & Inmune se almacenaron a -
20°C hasla la realizaclén de la técnica de Inmunofiuorescencia,

4.2.- Marcaje de gammaglobullnas con Isotloclanato de fluoresceina (FITC).

Los sueros tanto preinmunes como inmunes, fusron adicionados con sulfato de
amonto semisaturado, se daterming la cantidad de protainas por of método de Bradford,
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adlclonando 0.05mg de Isotioclanato de fiuorescelina por cade mg de proteina, el FITC
antes de ser agregado se disolvid en buffer carbonato-blcarbonato, pH 9.0 1:10 el
volumen de la soluclén de proteinas. La mezcia resuitentante se aglté toda la noche en
frio (0-5°C), diallzando posterlormente contra PBS pH 7.2 durante 6-10 dias a 0 - 5°C y
merthlolate 1:10000 se agregd para conserver las globulinas marcadas, las cuales se
almacenarona 0 - 5°C.

4.3.- Método Directo.

Los cortas histologicos y las improntas de animales, asi como los cortes histoléglcos
de humanos fueron divididas en 4 secclones; la secclén (a ) se cubrié con el anticusrpo
marcado con FITC, la (h) ¢on globullnas normales mercadas (¢) ¢con la mez¢la de partes
Iguales de anticuerpo marcado y no marcado y (d) con la mezcla de partes iguales de
antlcuarpo marcado y suero notmal no marcado, Se incubaron a 37°C durants 30-60
minutos o toda le noche a 4°C en cédmara hiimeda. Las laminillas fueron favadas con PBS
aproximadamente por 15 minutos, camblando la soluclon 4 veces, fueron sacadas en frio
y una gota de glicerol con amortiguador se colocd sobre la muestra, colocando
posteriorments el cubreob)stos.

4.4.- Método Indirecto.

Los cortes histoldéglcos obtenldos de paclentes; las improntas y cortes histolégicos
de érganos de cobayos fué dividida en 3 sacciones , colocando en (a) suero de paclente
con asporotricosls, an (b) suaro ds conesjo conteniendo antlcuarpos v (¢) con el suero
normal del mismo origen enimal. Las laminlilas se colocaron en una cdmara himeda, que
fue Incubada a 37°C durante 30-60 minutos o a 4°C foda la noche. Posterlormente se
lavaron con PBS eproximadaments por 15 minutos, camblando la solucién 4 vecss. Se
secaron con alre frio las preparaclones; las secclones a vy b se cubrieron con IgG de
suero normal humano o de consjo , conjugada con FITC, de acuerdo al origen animal y en
¢ ) une mezcla de paites iguales de IgG de suero normal humano o de conejo conjugada
con FITC e Inmunoglobulina normal no marcada, las laminillas se Incuberon, lavaron,
secaron montando las preparaciones ¢on glicerol con amortiguador, adaptando finalmente
ol cubreoh)etos, Las preparaclones se observaron en microscoplo de fiuorescencia,
utliizando controles positivos y negativos durante todo sl procedimiento.
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HOJA DE REGISTROQ.
Fecha: Dia Mes Ao Caso nimero

Nombre;

Sexo: Mascullno Femeanino,

Domlcillo:,

Ocupacién;

Antecedantes:
a) Ha penetrado a grutas, cuevas o minas abandonadas:

SI___No___

b) Ha sufrido traumatismes con vegetales: Si___No___

tipo de vegetal:

¢) Ha sufrido mordedura de animales: Si____ No

tipo de animal,

d) Tipo de habitaclén;

o) Tipo de allmentaclén;

f) inglere bebldas aicohdiicas: Si___ No___
¢) Esté bejo algun tratamiento: Si___ No

Especifique:

Intradermorreaccion en brazo derecho (UNAM):
a) Lectura a las 24 horas: Positivo___ Negativo____

b) Lectura e las 48 horas: Posltive___ Negatlvo____

Intradermorreaccion an brazo izquierdo ((INDRE):
a) Lectura a las 24 horas; Posltivo____ Negativo___

h) Lectura a las 48 horas: Positivo____ Negativo____

Infradermorreacion con esporotricina metabdlica,
a) Lactura a las 24 horas: Positivo____ Nagativo__

b) Lecture a las 48 horas: Positlvo___ Negatlvo____
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RESULTADOS
I.- ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS.

1.1.~ Zona geogrAfica estudiada.

1.- Jicolapa se ubica en &l municipio de Zacatldn, sus coordenadas son los paraleios:
19° 50'06" y 20°08'12" de latitud norte vy los meridianos 97°51'06" v 98°12'36" de
longitud occldental, tlena una superficie de 512.32 Km?. Esté distrlito se locallza dentro de
la zona de los climas templados, presentando un Incremento de humedad conforme
se avanza al norte, el centro del distrito prasenta un clima humede con abundantes
lluvias en verano, una temperatura media anual entre 12 y 18°C, con precipltacion
menor de 40mm &n &1 mes més seco; presenta grandes extenslones de bosques de
conliferas, principalmente de pinos, asoclaciones boscosas de pino-encino y meséfilo de
montafia, plno blanco, madrofie, oyamel, ocote blanco, plno ¢hino.

La poblacion total del municiplo es de 55 513 habitantes, con las sigulentes
actividades: agricultura de malz vy frijol, frutlcultura con produccion de manzana, durazno,
para y nogal; s elabora sidra y vino, tejidos da lana.

2- Progreso se localiza en el municliplo de Teziutlén, sus coordenadas geogréficas son
los paralelos 19°36' y 20°14' de latitud norte y los merldianos 87°05' y 97°44",
presenta una altitud de 400m y méxime de 2491m sobre ef nivel del mar.Tlene una
superficle de 84.2Km?.el munlcipio se localiza en latransicién de los climas
templados de la slerra norte o los cdlidos del declive del golfo, ¢lima semicélido,
subhimedo con lluvias todo el afio, unatemperatura media anual mayor de 18°y de -3°C
y 18°C del mes més frio, con une preclplitecién mayor de 40mm del mes méas seco; tiene
una poblacion de 354 094 habltantes, qus se dedican af cultivo de malz, frijol, café,
naranja, cafa de azlcar, produccion de maderas finas, pino y roble,

1.2.- Obtencién de esporotricina celular.

Los resultados de las prushas de termotolerancia para Inactivar e S.5¢henckil
muestran que el honhgo as capaz de cracer a 60°C desde &l Inlclo del parfodo de
incubaclén hasta los 20 minutos, a los 25 minutos se obtuve una sobrevida del 50% y a
parir de los 30 minutos el hongo es Incapaz de sobrevivir. Tabla 1; slendo imposible
recuperar por cultivo el hongo en los medios empleados: BHI tioglicolete y Sabouraud,
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1.3.- Encuesta Epldemloidgica.
1.3.1.- Aplicacién del antigeno celular.

La entigenicidad de la esporotricina levaduriforme proporcionada por el INDRE,
asf como la elaborada pare este esiudio en la UNAM, fue muy similar, correlacionéndose
las respuestas posllivas y negativas entre ambos antigenos en todos los paclentes
astudiados.

En Jicolapa, Zacatlan, se aplicaron las prushas cuténeas a 133 Individuos,
pudléndose ohservar en la Tabla | que la frecuencla global de posltividad a la
esporotricine os de 15.03% (20 Individuos) en los grupos de edad de 16-30 afios, se
observaeron las frecusenclas mas eltas y en el de 61 o mas fusron las més bajas.

La tabla Il muestra un franco predominlo ds positividad a la esporotricina
levadurlforme del sexo femenino (12.03%) sobre el al mase¢ullno (3,0%),

En cuanto a la ocupacién fa tabla IV indica que |las personas dedicadas al hogar
presentan une mayor frecuencia de positividad e la LD.R, (10.52%), seguida de
astudlantes y campesinos, obteniendo resuitados negativos en Individuos de ofras
aclividades. La aplicaclén posterior de la esporofricina metabdlica a las personas que
mostraron prueba positiva al antigeno celular fue negativo para 19y solo 1 fue positiva,
on un hombre de grupo de edad de 16 - 30 arfos, campasino.

En Progreso, Teziutlén se estudlaron 237 personas a través de la L.D.R. LatablaV
muestra una frecuencia global muy baja (2.52%) en relaclén a la ofra poblacién, indicando
un ligero predominlo de positivided a la esporotricina celular en los grupos de edades de
16-30 y 31-45 afos.

En ésta poblacién sl sexo femsnino tamblén mostré un predominio de positividad
(2.10%) respecto al masculino (0.42%) (Tabia Vi),

La tabla VIl muestra que los campesinos y las personas dedicadas al hogar

fusron los Unlcos tipos de ocupacién con 1.D.R, positivas. La aplicacién de esporoticina
metabdlice fue negativa para todas las personas.
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1.3.2.- Alslamiento de $.schenckil a partir de fuentes naturales.

En la tabla VIl se observa qus en la poblacién de Jicolape Zacetldn se alsié el
hongo eh 4 de 47 muestras da suslo procesadas: corraspondliando 1 cepe a 1 suslo de
rosal, 1 de delia, 1 deo clavel y 1 de un chayoquelite. La Tabla IX muestra ¢l nimero de
alslamlento a partir de 53 plantas procesadas se alslé S.schenck]] a partir de 4 plantas
siendo 3 do rosales y 1 de un clavel.El total de alslamientos de §.schenckll & partir de
fusntes naturales sn asta poblacién fue de 8 (4 de suslos v 4 de plantas) a partir de 100
muestras (figura 2a).

Para la poblaciéon de Progrese Teziutlan la Tabla X indice ia recuperacién de 7
cepas del hongo a partir de suelos (4 de suslo de cefetales, 2 de suslo de naranjos vy 1
de] interior de una casa) a partir de 120 muestras de suelo procesadas, lo que
corraspondld al 5.79% de alslamientos.No se logrd el alslarniento dal hongo ah ninguna
de las 41 plantas estudiadas, Por lo que los aislamientos de $.schenckil e pertir de un
total de 161 muestras de fuentes naturales en este poblaclén, fue solamente en 7 suslos,
cifra muy haja en comparaclén con los alslamientos de Zacatlén.

Todas las cepas eisladas de Z.schenckil presentaron la misma morfologia
macroscédplca y microscédpice, correspondiendo al tipo de cepas albinas( figura 2a,c y d).

L J
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IT. - ESTUDIOS PATOGENICOS.
2.1.- Estudlo en cobayos,
2.1.1.~ inoculaclon intraperitoneal.

Madlents Improntas & histopalologia se anota en la tabla X! que eh los animales
sacrificados a los 3 dias ya se observaron esfructuras levaduriformes de $.a¢henckil en
higado; a los 6 dias también fueron observadas en bazo, pancreas vy ilfion(Figs. 3a-hy 4
a-h)ydelos 12 dias sn adelente las estructuras perasitarias fueron muy abundantes en
todos los drgenos astudlados.

La recuperacién por cultive de $.schenchll se muestra en la tabla XUl A los 3 dias
010 se pudo aislar al hongo on forma irreguler, ya gue on algunos animeles desarrollabe el
hongo, mlentras que en otros 1o, a los 6 dias se recuperd constantemente de higado,
bazo, Hifén vy pancreas.

2.1.2..- Inoculacién Intratesticular.,

Enia tabla Xl se pusds observar tanto la presencia de formas parasitarlias del
hongo en las improntas e histopatologia como la recuperacién por cultive, El primer dia
no es posible recuperar ni obsarver las estructuras parasitarias del hongo; alos 2 dias
fos cuitivos son positivos y emplezan a observarse las formas parasitarias, v a partir de
los 4 dias 58 recuperen por cuitive y observen las estructuras parasitarias de $.schengkll
on forme muy abundante en las Improntas (Flgs.5 & - h); sin embargo en los corles
histoldgicos estas formas son muy abundantes,

Tanto en la Inmunofiuorescencla directa como en la indirecta se observaron las
asfructuras parasitarias del hongo, en forma intracefular y extracelufar desde ol primer dia
de observacion hasta el fin del experimento, en {odos los drganos estudiados ( higado,
bazo, pancreas, rinén y testiculos). Tabla XIV. (Figs. Ta-8),

Medlante la técnica de inmunofiucrescencia Indlracta se obsarvaron elementos
parasitarios en forme mucho mas abundente que por la tdcnica de inmunofiuorescencla
directa,
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lil.- Estudlo de paclentes con esporotricosis.

3.1.- Estudlos de Histopatologla, cultlvo, Intradermorreaccién ¢
Inmunofluorescencia.

Eniatabla XIV se muestran los dalos spidemiolégicos vy el tipo clinico de
esporotricosls correspondientes a cada uno de los 10 paclentas ssiudiados, sh donde se
hota que predominé la forma linfangltica (7 de 10).

La demostracion de ias levacduras on [os tsjidos mediants inmunocfiuorescencia
directa & Indirecta fue posltive en tedos los casos, La 1.D.R. con antigeno polisacarido de
$.schencil] solaments fue positiva en 5 casos (fig.1 f).

La observacién microscépice de les formas perasitarlas y la recuperaclién por
cultivo de S.schenckll son mostradas en la tabla XVI, la cual Indica que de los 10
paclentes esiudiados, se observaron, mediante los estudlos de histopatologla las
asfructuras parasifarias del hongo en 6 casos, y en 9 de las 10 muestras estudiadas, fus
poslble recuperar por cultivo el hongo.

En las figuras 6c¢-f se observar las formas parasitarias del hongo, a partir

ds cortes histopatoléglicos teidos con PAS de 4 muesiras posltivas; y sn a y b se
observan 2 ¢asos ¢lihicos de esporotricosis,
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TABLA I

Prueba de tarmotolerancia (60°C) para observar la viabilidad de levaduras de

S.schenckil.

Tiempo % de Sobrevivencia
{minutos) ’
5 100

10 100

15 100

20 100

25 50

30 0

35 0
40-120 i}
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TABLA @I

Frecuencla de positlvidad a la esporotricina celular, segin la edad en Jicolapa,
Zacatlan.

Edad (arios) No. de Indlviduos IDR(+) %

0-15 51 6 4.52
16 - 30 38 8 6.01
31-45 31 3 225
46 - 60 10 2 1.50

z61 3 1 0.75
Total 133 20 15.03
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TABLA 11

Frecuencia de positlvidad a la IDR celular en relaclon al sexo en Jicolapa,
Zacatlan,

Sexo No, de Individuos IDR(+) %
Masculino 37 4 3.0
Femenino 96 16 12.03
Total 133 20 15.03
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TABLA IV

Fracuencla de paositividad ala IDR ceiular, segun la acupacion an Jicolapa,
Zacatlan.

Geupacién No. de individuos IDR (+) %
Hogar 86 14 10.52
Estudiante 34 4 3.01
Campesino 8 2 15
Profasor 2 0 0
Albanil 2 0 0
Panadero 1 0 0
Total 133 20 16.03
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TABLA V

Frecuencla de positividad ala IDR celular, segin la edad en Progreso,
Teziutlan,

Edad(afos) No. de indivlduos DR (+) %
0-15 158 1 042
16-30 49 2 0.84
31-45 18 2 0,84
46 - 60 11 1 0.42
61 1 0 0
Totel . 237 6 2.52
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TABLA VI

Frecuencla de positividad a fa IDR celular en relacion al sexo en Progreso,
Tezlutlan.

Sexo No. da individuos IDR (+) %

Masculino 98 1 042
Femenino 139 5 2.10
Total 237 8 2.52
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TABLA VII

Frecuencla de positlvidad a 1a 1DR celular,segtin 1a acupaclon en Progreso,
Tezlutlan.

Qcupacion No. de individuos IDR (+) Y%
Hogar 106 2 0.84
Estudlante 87 0 0
Campesino 36 4 1.68
Profasor 4 0 0
Cafatalero 2 : 0

Ordenador 1 0 0
Enfermera 1 0 0
Total 237 6 2.52
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TABLA VIO

Frecuencla de aislamlento de 8.schenckl] & partir de suelo en Jicolapa, Zacatlan.

Tipo de suelo No. de muestras No. de aislamientos %
Rosal 21 1 2.12
Bugambilia 1 0 0.00
Dalia 3 1 212
Clavel 2 1 2.12
Chayoquelile 1 1 2.12
Otros 19 : 0 0.00
Total 47 4 8.51
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TABLA IX

Frecuencla de aislamlento de S.schencklil a partlr de plantas en Jicolapa,
Zacatlén.

Tipo de planta No. de musstras No. de alslamlentos %
Rosal 21 3 8.33
Bugambllia 1 0 0.00
Clavel 5 1 2.77
Dalla 3 0 0.00
Otros 23 0 0.00
Total 53 ‘ 4 1M1
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TABLA X

Frecuencla de alslamiento de S.gschenckll a partir de susio en Progreso,
Tezlutlan.

Tipo de suelo No. de muesira No. de alslamientos %
Cafetel 70 4 3.32
Naranja K| 2 1.66
Rosal 3 0 0.00
Bugambilla 3 0 0.00
Patio 6 Q 0.00
Interior 7 1 0.83
Total 120 7 579
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TABLA X1

Tiempo de aparlclion de las formas parasitarias de 8.schanckil durante el
proceso ovolutive de la infecclon en improntas y cortes histoléglcos en cobayos
Inoculadog por via intraperitoneal.

Tiempo Higado Bazo Pancreas Rifion

(dlias) Imp Histo Imp Histo Imp Histo imp Histo
3 * + - - - - - -
6 - + -+ * -+ + + +
9 + + + o+ * + + o+
12 L S + 4+ 4 + 4+ Ak
15 ++ 4+ ++ +4 A dt I
20 et I i E
- No se observan imp.: Improntas

+ Formas escasas Histo.: Histopatologia

4+ Abundantes
++ Muy abundantes
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TABLA XII

Racuperacion de 8S.schenckil por cultivo a diferentes tiempos de la Infecclan, en
cobayos Inoculados por via intraperitonael.

Tismpo Hligado Bazo Pancreas RIfén
(dlas)

3 * et * =z

[ + + + +

g + + -+ +
12 + + + +
15 + + + +
20 + + + +

+ En ocaslones se racupara por cultivo
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TABLA XIII

Observaclon microscaplca y recuperaclon por cultlvo de las formas parasitarias

de §.achenckil durante e proceso evolutive de la Infecclon en cohayos inoculados
por via Intratesticular.

Tiempo Impronta Histopatologia Cultivo
(dias)

1 - - .

2 + . +

4 + +* +

6 + + +

(-]
+

1+

+

10 + + + +
12 + + + +
14 + + + +
20 ++ + +

- No se obseva o no se recupera por cullivo

+ Se observa enforma escasa o se recupera irregularmente por cuitivo

+ Abundantes
++ Muy abundantes



TABLAXIV

Observaclén microscépica de los elementos parasitarlos de S.schenckll, Intra y
extracelularmente medlante Inmunofluorescencia directa (IFD) e Indirecta (IF)
durante el proceso evolutivo de la Infecclén en cobayos Inoculados por via
Intratesticular ¢ Intraperitoneal, en cortes histolégicos o improntas.

Tiempo Higado Bezo Péncreas RiNén Tasticulos

(dfas) ILF.D LFI LF.D LWF) LF.D LFI \FD LF) LFD. LFI

1 + ++ + ++ + ++ + ++ + ++
2 + +4 + =t + -+ + ++ + ++
3 + +4 + + + ++ + ++ + ++
4 + ++ + 4 + A+ + ++ + ++
6 + ES + ++ + ++ + ++ + 4+
8 + ++ + ++ + ++ + ++ + ++
10 + o + +b + b + ++ -+ i
12 + ++ + ++ + ++ + et + +4
14 “+ - + e + +—+ + ++ -+ R
15 + ++ + “++ + ++ + A+ + “+—+
20 -+ ++ + - + ++ + -+ + ++

+ se ohserva en forma abundante

++ muy abundante

|.F.D. Inmunofiuorescancia directa

LF.L Inmunofiuorescencia Indirecta
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TABLA XV

Principales caracteristicas de log casos clinicos de esporotricosis.

ceso Sexo Edad Ocupsecion Procedencia Tipo Tiempo de

nomero afos Clinico  Evolucion

1 M 30 Campesino Jalisco  Linfangitica 7 meses
espalda

2 F 13 estudiante Jalisco fila 3 semanas
pierna der.

K} F 23 hogar Jalisco  linfangitica 3 afios
brazo izq.

4 F 47  hogar Jalisce  linfangitica 3 meses

dorso de mano

5 M 69 campesino Jalisco linfangilica 6 afos
pierna der.
6 M 15 agricultor Zacalecas fija 11/2 meses
brazo der.
7 F 42  campesino  Jalisco fija 2 meses
dedo indice
8 F 51 hogar Jalisco linfangitica 8 meses
brazo izq.
9 F 47 hogar Jalisco linfangitica 1 afio
dorso de mano
10 F 45  campesino Puebla linfangitica 6 meses
espsalda




TABLA XVI

Blagndstico de esporotricosis mediante: Cultlvo,lDR, IF a Histopatologia.

No. de Paciente Histopatologla Cullive |D.R. 1.F.D. LFL

PAS
1 + + + + +
2 + + - + +
3 - * + * +
4 + “* - + +
5 - + - + +
6 + - - + +
7 + + + + +
8 - + + - +
9 - -+ - -+ -+
10 + +' - + +
No.de () 8 9 4. 10 a0
No. total 10 10 10 10 10

+ Se recupera por cultivo o se observan las formas paragitarias.

- No se recupera por cultivo, ni se observan las estructuras
parasitarias.

IDR intradermoreaccin

IFD inmunofluorescencia directa e indirecta IF
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DISCUSION

Le esporotricosis e5 considerada actuaiments la micosls subcutanea mas frecusnte
en México (Gonzélez-Ochoa 1981): slendo Puebla uno de los estados en donde se
presenta esta micosis en forma endémica, como lo han constatado, Lavalle en 1975;
Gonzélez-Ochoa y Velazco Castrefén en 1878, qulenss encusntran que las poblaclones
de Xicotepec, Necaxa, Huauchinango, Xaltepuxtia, y San Pedro Pefiacotia.

Con hase a lo anterlor y con la finelldad de conocer la prevalencla de esta micosls
se selscclonaron dos comunidades: Jlcolapa, una comunidad relativamente cercane a las
2onas consideradas como andémicas para la sasporotricosis y Prograso locallzade fusra
de esta Zona, Con sste estudlo se pretendid contrlbulr & los conocimientos
epldemiologicos de la esporofricosis, en el sentido de marcar las diferanclas en Ia
prevalencia de esta micosis entre 2 zonas diferentes, asi como correlaclonar con los
hallazgos del hongo en el habitat natural.

En la zona endémica (Jicolapa) se encontré una frecuencia de reactividad a la
asporotricine del (15.0%) slgnificativamenta mayor a la encontrada en Progreso poblaclén
no endémica la cual fue del 2.5%.

Simllares resullados refieren diferentes autores al estudiar zonas endémlicas y no
endémicas de esporotrlcosis, como los de Mayorga y cols. en 1979, qulenes encontraron
una bala frecuencla de reactores a la esporofricina en la cluded de Guatemala en refacién
& la laguna de Ayarza, en donde se presenté una mayor frecuencia. En Perll en 1971
Goldres y cols, encuentran baja reactividad a la esporotricina en la region de Otuzco y ol
0% en Paljan.

En este estudio se demostro la correlacld entre la fracuencia de reactividad a la
asporofricina v la presencia de $.schanckli sn la naturaleza; las bajas fracusnclas de
alslamiento en Progreso eran esperados, ya que esta localidad no presenta las
condiclones ecolédgicas favorables para ¢l hébitet de S.gchenckil, al ser une zona
semitroplcal, cafetalera y productora de ¢itricos, su temperatura es de 16° a 18°C y la
humedadad del 90 al 95% y une ealtitud de 400 a 2491 m, en camblo Jlcolapa, una
comunidad de clima {smplado c¢on abundantes plantas esplnosas de ornato, como
bugambllias y rosales; es una reglén fruticola v productore de malz, con una temperatura
de 12° a 20°C y humedad del 90%, Lo anterlor concuerda con lo descrito por Rippon que
menciona que $.sghenckll se encuentra en la naturaleza se encuentra en zacate, paja,
forraje, madera, musgo, suelo, claveles, bugambliias y rosas. Genaraimente habitan en
climas tsmplados y hiimedos con temparatura promedio de 15° a 20°C y humedad relativa
del 90.0% (Mackinnon 1969).
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El presente estudio mostré un ligero predominio del sexo femenino de la reactividad
a la ssporotricine, esto pusde ser debido a que las mujerss tamblén dessmpanan
actividades agricolas como la recolecclén de varas y lefa para o] hogar; ademas del
arragio y culdado de Jardines y husnos famillarss, sitlos sn donds pusde prasentarse
$.5¢chenckli. A diferancia de nuestros hallazgos la literatura menciona que la frecuancla de
reactividad a la esporotricina s mayor en el sexo masculine { Lavalle 1979, Rippon 1988):
Colscou 1978 y Gonzdlez-Ochoa (1879) demuesiran ques la positividad a la esporotricina
fue mas frecuente en las ocupacionas de lahoras del hogar, estudiantes y campesinos.

S.schenckl se considera un organismo no exigente en requerimlentos nutricloneles
Yy dque sa recupera faciiments de suelo y plentas (Mackinnon 1969, Lavalle 1979), sin
embargo en algunas ocasionss la blsqueda del hongo a partir de fuentes naturales ha
sldo nagetlvo (Geldres 1973; Mayorge y ¢ols, 1979). Estas difarenclas podrian ser
debldas entre otros factoras a la salecclén de las muestras, a las técnicas de aislamiento
0 al tipo de regldén astudiada.

El aisiamiento de S schenckil. 8nlas dos comunidades a partir de vegetalss y suslo
Indlca un mayor nimero de recupstacién de cepas del hongo en Jicolapa (une zona
sndémica), sitlo en donde se presantd el mismo niimero de alslamientos a partir de suelos
y plantas. En este mismo lugar la frecuencie de reactividad a la esporotricine fue del
15.0%, sn camblo en Progreso (zona no endémlica) los alslamientos fusron menores; la
fracuencia de reactivided a la asporotricina fue solamente del 2.5%.

En sste estudio se alslo al perscer por primera vez $.schenclkl a partir de suelo
asoclado a cafelos y naranjos, asi como de una daila,

Como se esperaba los rosales y claveles fueron las plantas que presentaron una
mayor frecuencla de alslamlentos de S.sghenck]l, ya que se consideran los vegetales en
donde hablta el hongo (Benham y Kesten 1932, Gonzélex-Ochoa 1979).

En el humano las lesiones de esporotricosis Inlclan con la introduccién de
S.schenckll en forma de hifas y conldlos; posterlorments en ios sitios de entrada ocurre la
fagocltosls por pmn Y la transformacion a la forma parasiteria, y finalments se lleva a cabo
la reproduccién de las levaduras. La converslén de eslementos hifales a levaduriformes es
una sfapa cruclal para el astableclemisnto del hongo en ésta micosls; se considera que e
perlodo neceserio para el establecimiento del hongo en general es de 7 a 10 dlas
(Gonzélez-Ochoa 1979; Rippon 1988).

S.schenckll es uno de los hongos dimérflcos cuya transformacién de ia fase micellal
a la lsvaduriforme es raplda. En este trabajo se pudo apreciar mediante la Infeccién
sxperimental que el establecimiento de la Infecclon ocurre a los 6 dias; sin embargo la
transformaclén de los elementos micsllales o lsvaduriformes es réplde, ya que fue posible
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sncontrar elsmentos parasitarlos de $.schenckl] a los 3 dfes en anlmales cuya vie de
infecclén fue Intraperitoneal. A las 48 horas cuando la via de entrada fus intratesticular se
encontraron escasos elementos parasitarios y a los 4 dias fue posible encontrar un mayor
nimero de estructuras pearasitarlas, ademas elementos hifales y etapas de transicion
micello-levadura.,

La localizaclon y frecusncie de sstructuras fangicas varia de érgano a érgano y de
animal e animal, &l nimero de elementos fungicos es proporcional al tlempo transcurrido
posterior a la Infeccion experimental (Qkudeaira 1960).Por los resultados obtsnidos on éste
trabajo ol cobayo fue el animel que mostrdé mayor susceptibilldad pera la infscclén
axporimantal ¢on $.schenckil, ol cual raquirld menos de sais dias para desarrollar la
infeccion diseminada.

Fue notorio observer que la moifologle parasiterla fue muy polimérfice ya que en las
Improntas realizadas de los 6rganos progesados, mostraron ia presencia de levaduras
simples, ovales, redondas, gemantes, an clgarro, tubos germinales, micsllo. La transicion
micsllo - levadura solo se obsarvéd en fas Improntas de {esticulos de cobayo. En cortes
histoléglcos la varledad en el pollmorfismo de las distintas sstructuras funglcas de
drganos de rata y cobayo fue menor en relacion a las Improntas y no se observéd ia
transiclon miceollo-levadura en los cortes histolégicos de testiculos de cobayos,

A diferencia de ias inoculacionss experimenteles con Candlda albicans donde el
tion es el mas susceptible a la Invasion, en las infecciones por S.schenckil el rlién
raqulere aproximadamente 3 semanas para poder presentar los ¢lementos parasitarios del
hongo, Yy slendo estos escasos (Moore y Ackerman 1946). Simllares hallazgos se
observaron en aste estudio.

Através de los cultivos de los fragmentos de talldos se logrd racuperar al hongo en
ol siguisnte orden cronoléglco decreciente: higado, pancreas, bazo, y riién; en este
Gltimo 6rgano, como en las Improntas, y en los cores histolégicos, §.5¢henkil fus muy
escaso,

Los cuerpos asteroides no se observaron en los érganos estudlados, poslblemente
el tlempo raquerido para su formacién es mayor como lo indica Okudalra y col, 1960. El
tiempo de duracién de ests sstudio que fue solamente de 20 dfas.

Como es dsl conocimiento general, Ia histopatologia no es el procedimiento mas
adecuado para el dlagnéstico de la esporotricosls, ya que generalmente no se ohservan
slementos paraesitarios , o blen éstas son escasas (Gonzéalez Ochoa 1950, Rippon 1988).
Sin smbargo algunos Investigadores como Rodriguez Toro 1885, Hiruma y Kagawa 1883
consideran que la visualizaclén de dichas sstructuras no es tan escasa como se piensa,



tal vez esla diferencla se deba a las formas clinicas de la esporotricosis y a las t&cnlcas
de coloracion aplicadas.

En este astudlo, de las muestras de 10 paclentes procesadas por histopatolegla con
tinclon de PAS, fue poslble observar en 6 muesiras estrucluras de S.schenckll;
correspondlendo éstas a levaduras ovales, simples o con blastoconldios. ho obstants la
presencia de los slemantos parasitarios fue ascasa, Por ofra patte fus en los pacientss
¢on evoluclén de la esporotricosls menor de un alo en donde so observaron las
estructuras parasitarlas y en 10s que la esporotricosis fue tipo linfangitico.

Una buena aeiternativa para la observaclon de los elementos fingicos en muestras
do paclentes es la ullizacién de Inmunofluorascencla, la cual segun Kaplan 1960 v
Gonzéalez Ochoa 1967, musstran al hongo con més facllidad al ulilizar esta técnica,

' En este estudlo se observaron estructuras funglicas en todas las muestras de
paclentes con esporotricosls las cuales varlaron en tameno, forma y cantidad, slendo
éstas, estructuras en forma de clgarro, levaduras simples, gemantes y abundantes
elementos puntiformes. Las formas parasitarias de §.schenckil se presentaron infra y
extracelularmente, slendo las estructuras Intracelulares las més frecuentes,

Le reaccelon de Inmunofiuorescencia Indlrecta se ha utliizado paia el dlagndstico de
la esporotricosls an paclentes sobra todo a parir de exudados do las leciones donda se
observan con clarldad fos elementos levaduriformes (Tompson 1977 y Gonzélez QOchoa
1967), aln cuando 4stos suolan ser muy 4scasos.

Le [nmunofiuorescencla Indirecta y directa practicada en cortes histoloéglcos de
paclentes, revalsé una considerable abundancla de slementos funglcos gus Incluysron:
estructures puntiformes, levaduras on forma de clgairo, ovales y gemantos.

Por ofra parte la Inmunofluarescencia directa & indirecta realizada en los dliferenles
érganos de los cobayos Inoculados con S.schanckil: demostraron una mayor abundancla
y variadad de slamantos an los cortes histologicos que en las Improntas.

De lo enterior se deduce ¢ue la inmunoflucrescencla Indirecla an cortas histolégicos
de telldos afectados por S.schenckil, pone de meniflesto a las ostructuras parasitarlas
convenclonales (levaduras y cuerpos en cigarro) observéndose en abundancla; lo que
hace suponer que las ténicas de coloraclén convenclonales para cortes histoldgleos no
tiden la totalidad de los elementos funglcos, por lo que estos aparecen imuy escasos.

Por otra parte de acuerdo a la hipétesls de F. Marlat (informacién personal 1978) de
que existen microparticulas fungicas con carga genética, menoras de 0.2um on los tejidos
afactados que sean en buena parte las responsables del crecimiento de colonias de
S.schenckll, en casi la totalidad de los cases de esporotiicosls, parece haborse
comprobado al menos parclaimente en aste estudio ya que se observaron sstas pequefias
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particulas con una fluorescencla especifica . Desde luego es importante continuar estos
astudlos disefiando técnicas para alslar estas paiticulas y proceder a su Identificaclén
bloguinica para conocer su neturaleza y & gue parte de la célula del hongo corresponden.

Aunque ne se conocen en la totalldad los mecanismos de petogenicidad de
$.5chenckli, se considera que la capacldad de adeptacién a la temperatura corporal es
Indispensable para el estabiecimiento del hongo en el hospedero (Buimer y Fromtling
1983), altas temperaturas pusden Inhibir la muitipilcaclén o sl metabolismo del hongo,
favoraciendo la acclon de 1os mecanismos de defensa nafural del hospedero: un
Incremento moderado en la temperatura corporal puede melorar o estimular los
macanismos de proteccién tanto Inespecificos como especificos, Como resultado de la
Interacclon directa entre el microorganismo y el hospedero puede presentarse la
enfermedad; para 10 cual 8] hongo debe: a) penstrar al hospedero b) multiplicarse en los
tejidos ¢) avadlr los mecanismos de defensa del hospedero vy d) capaclded para causar
dario (Bulmer 1983),

En general los hongos no son faclimente ellminados de los tejides por células
fagociticas, debldo por una perte al tamafio del hongo. por ofra pers las
peptidoramnomananas, galactomananas, slaloglicolipldos y amllasa que constiiuyen la
pared celular de las faces levaduriforme y micellal de §.schengkil (Travassos 1985)
disminuyen la fagocitosls, como lo indigan Oda y col en 1983 quienes observaron que las
ramnomananas dismlnuyen a! poder de fagocitosis.

Los leucocltos polimorfonucleares (pmnls) juegan un papel significativo en |a
resistancla contra §.s¢hengkll. Una vez que el micreorganismo penetra al te]ldo es capaz
de estimular macréfagos locales, posteriorments llagan los pmnls a los tejidos pare
fagocliar al hongo (Murphy 1991), Cuando los macréfagos presenten alguna alteracion en
su actividad fagocitica el hongo sobrevive dentro de ellos por largo flempo, lo cual
probablemants favorace la transformacion de las estructuras parasitarias clasicas.

Qda y cols en 1983 sugieren la presencia de receptores en macréfagos
peritoneales, los cuales se enlazen a componentes superficlales del hongo v favorscen
la fagocitosls, Por otra parte Cunninghamyy cols. Indican que el mecanismo por el cual los
pmnls y 10s monocitos maten a las levaduras, es la comblnacién H © , halure y
mielopsroxidasa que son téxicos para ol hongo. El KI empleado como tratamiento en la
asporotricosts actua astimulando la fagochtosis de los pmn v finaimente la activaclon de la
mlsioperoxidasa.

Hiruma y col. 1888 mediante microscopia electronica observaron que los pmnls y los
macréfagos fagocitan levaduras, las cuales no son destruides reproduciéndose dentro de
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éstas células. En nuestro estudlo la Inmunofiucrescencla Indirecta demostro tamblén que
algunas levaduras son Intracelularss.

Aln cuando los estudlos sobre la posible Intervencién de células fagociticas contra
S.s¢henckll se ha realizado con levaduras, forma no infectante de! hongo, 4stos trabajos
nos dan un Indiclo sobre el posible destino del hongo une vez que ha penetrado al
hospedero. En este estudio se us¢ la forma micelial del hongo para infectar cobayos, ¥
mediante las t{écnicas de Inmunofluorescencia se pudieron observar numerosas
astructuras funglces, de diferentes formas y tamario de tipo Intracelular, principalmente.
En paclentes con esporotricosis también fue posible observar las estructuras fdnglcas
Itracelulares; estos hallazgos podrian Indicarnos la Interaccion con las células
fagociticas. Un posible habitat Intraceiular de 5.schenckil también pusde explicar la
ascasez o falta de visuallzaclon de los elamantos fungicos en cortes histoléglcos o
axudados tomados directaments del paclente.

Ofra explicacion al mismo fenomeno serfa ef que las células fagociticas puedan
servir como un medio de transporte hacla diversos sitios del hospedero, para establecerse
y llever a cabo su transformacion a formas parasitarlas, multipiicaclén y el desarrollo de la
asporotricosls .

Finalments como sucede en (a tepra donde Mycobacterjtim lepras pueds parpetuar
su estancla sn & macréfago y condicionar la cronlcldad del padecimiento, sn la
esporotricosls un fenémeno similar podria explicer la cronicidad en esta micosls.
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CONCLUSIONES:

1.~ El porcentaje de positividad a la DR fue mayor en la poblacion de Jicolapa, Zacatlén
15%) que en la de Progreso,Teziullan(2.5%), existiendo un mayor predominio de
positividad a la IDR en el sexo femenino.

2.~ La mayor prevalencia de infeccion, a través de la IDR se presentd en las personas
dedicadas sl hogear y en segundo término en campesinos.

3.- El aislamiento de S.schenckii fue mas frecuente a partir de los rosales y de la tierra de
éstos, asf como de cafetales.

4.- En testiculos de cobayo se observaron muy tempranamente las estructuras
parasitarias de S.gchenckii (2 diag), seguidas de higado (3 dias). En rikén estas
aparecieron en forma tardia.

5.- Las siguientes estructuras parasitarias se observaron en en una frecuencia

decreciente: levaduras simples, levaduras gemantes, cuerpos en cigarro, levaduras con
tubos germinales y micelio.

6.- El liempo de conversion de la fase miceliel 8 levaduriforme se presentd de los 3-6
diasg, al utilizarla via 1P y a los 2 dias al utilizar la via |T.

7.~ Fue posible visualizar por histopatologia e improntas elementos parasitarios del hongo
en 6/10 muesiras de los pacienles conesporotricosis.

8- La inmunofluorescencia indirecta fue la mejor lecnica para demostrar las formas
paragitarias de S.schenckii ya que estas se observaron en el 100% de los pacientes tanto
en las improntas como en los cortes histolégicos.

9. Mediante la inmunofluorescencia se puso de manifiesto, en Ia infeccion experimentat
la presencia de elementos puntiformes, presentandose en mayor cantidad en cortes
histoldégicos que en improntas, tanto intra como extracelularmente.
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RESUMEN.

En un perfodo comprendido de agosto de 1988 s mayo de 1991 se reslizd una
encuesta epidemiolégica en 2 poblaciones rurales pertenecientes a la zona norte del
estado de Puebla; para lo cual se aplicaron 133 IDR con esporotricina levaduriforme en
Jicolapa Zacatlan y 237 en Progreso Teziutlan, obieniendo para la primera poblacion un
15% de positividad y un 2.5 % para la segunda. El mayor porcentaje de positividad a 1a
IDR se present6 en el sexo femenino y en personas dedicadas al hogar y en campesinos.
El aislamiento de S.schenckii en Jicolapa fue del 8.5% de los 47 suelos procesados y el
11.11% de las 53 planias procesadas, en cambio en la poblacion de Progreso solamente

se aislo el 5.79% de 120 muestras de suelo y ningun aislamiento de las 41 muestras de
plantas.

También se realiz6 un estudio histopatoldgico en 6rganos de cobayos infectados
por via intraperitoneal e intratesticular. En higado, péancreas, bazo y rifén se demostraron
estructuras parasiterias a los 6 dias de inoculacion. Al ulilizar la via intratesticular Ia
recuperacion por cultivo y observacion de las formas parasitariag del hongo fué evidente a

parir de los 2 dias, ademas fue posible observar en este tiempo las formas de transicion
micelio levadura en improntas.

La aplicacion de inmuncfiuorescencia en cories e improntas de tejidos de los

6érganos de cobayos puso de manifieslo las estructuras parasilarias del hongo a los
distintos tiempos de infeccion astudiados.

Finalmente los estudios realizados en pacientes con esporotricosis,
demostraron que a trevés de la lincion de PAS en cortes histolégicos se visualizo en 6 de
10 muestras de pacientes, algunas estructuras parasitarias del hongo. En cambio por
inmunofluorescencia se cbservaron en las 10 muestras de los pacientes estudiados
formas parasitarias de S.schenckii tales como: levaduras simples, gemanies vy
elementos puntiformes, de tipo intra y extracelular.
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