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1. INTRODUCCION

1.1 Marco histérico

En Estados Unidos (EUA) en 1898, Benjamin Schenck reportd el primer caso clinico
humano de esporotricosis, donde describié multiples lesiones nodulares, localizadas en la
mano y el antebrazo, dispuestas de manera ascendente. El paciente informé que “los
nodulos aparecieron después de astillarse las manos al trabajar con madera”. Schenck
aisloé al hongo causante de esta micosis y envid el cultivo a Erwin Smith, micélogo del
Departamento de agricultura de EUA, quien por la morfologia lo relacioné con el género
Sporotrichum. Dos afios més tarde en EUA, Hektoen y Perkins reportaron el segundo
caso de esporotricosis y después del estudio morfolégico que hicieron del hongo,
descubrieron que se trataba de un hongo dimérfico al que nombraron Sporothrix

schenckii, en honor a Schenck © 4 414244

En Europa, las primeras descripciones sobre esporotricosis y su agente etioldgico
iniciaron a principios del siglo XX. Beurman y Ramond, en 1903, reportaron el primer caso
clinico, describieron al agente etiolégico y observaron caracteristicas morfolégicas
distintas a las descritas por Hektoen y Perkins, por lo que en 1905 Beurman y Matruchot
renombraron a Sporothrix schenckii como Sporotrichum beurmanni . En 1908, De
Beurmann y Gourgerot, aislaron por primera vez a S. schenckii de la naturaleza, y
observaron que este aislado era indistinguible del que causaba la esporotricosis; ademas

demostraron que algunos de los aislados de la naturaleza eran virulentos en ratas 3.

En Brasil, en 1908, Splendore publicé el reconocimiento de una nueva especie de hongo
causante de lesiones esporotricoides, al que nombra Sporotrichum splendore o
Sporotrichum asteroide. Splendore observé una estructura parasitaria distinta
morfolégicamente a las previamente reportadas. Poco tiempo después se publicd que el
cuerpo asteroide es una estructura que puede formarse en la fase parasitaria, pero que la
fase micelial del hongo sigue correspondiendo a la antes descrita y que por lo tanto no se

trata de otra especie ¢V,

En 1940, aproximadamente 3000 mineros africanos desarrollaron esporotricosis, después
de infectarse con Sporothrix schenckii que crecia como saprobio en la madera de los

tineles de la mina de oro en la que trabajaban © %,



En México, el primer caso de esporotricosis fue diagnosticado y publicado por Gayon en
1914 ®®_ Las publicaciones que realizaron Lavalle y Gonzélez-Ochoa entre 1960 y 1970,
contribuyeron al conocimiento de la epidemiologia de esta micosis en la Republica
Mexicana. Los estados con mayor numero de casos fueron: Distrito Federal, Guanajuato,
Puebla, Jalisco, Hidalgo, Veracruz y Estado de México. Observaron que era una micosis
principalmente ocupacional y que era la micosis subcutanea mas frecuente en México.
Ademas lograron aislar a S. schenckii de los lugares de juego y trabajo de pacientes con

esporotricosis #+?9,

Finalmente, otro hecho relevante de mencionar es la descripcion que hizo Carmichael en
1962, quien después de los estudios sobre las formas de conidiacion de las diferentes
especies del género Sporotrichum y aislados de lesiones esporotricoides, determiné que
eran géneros distintos, por lo que se retomd la propuesta de Hektoen y Perkins de

considerar a Sporothrix schenckii como agente etiolégico de la esporotricosis 4 40 414354

1.2 Sporothrix schenckii

1.2.1 Clasificacion taxonémica.

Hektoen y Perkins, en 1900 clasificaron a S. schenckii dentro de la division
Deuteromycota, clase Hyphomycetes, pero esta se considera una clasificacion artificial y
por lo tanto errénea, debido a que estd basada en el estado asexual del hongo.
Actualmente sigue sin conocerse la fase sexual de S. shenckii; sin embargo se han
realizado estudios morfoldgicos, bioquimicos, seroldgicos y moleculares con la finalidad

de encontrar su estado teleomorfo y agruparlo en una clasificacién natural >¢ 49,

El primer género de hongo con reproduccion sexual al que se asocié S. schenckii, fue
Ceratocystis sp., debido a que comparte nicho ecoldgico y caracteristicas morfolégicas
con S. schenckii al igual que el género Ophiostoma. Durante mucho tiempo también se
pensdé que los géneros Ceratocystis y Ophiostoma eran el mismo. Sin embargo
actualmente se sabe, gracias a estudios filogenéticos, que son dos géneros distintos. Las
especies del género Ceratocystis son sensibles a la cicloheximida, y tiene anamorfos del
género Thielaviopsis; por otro lado las especies pertenecientes al género Ophiostoma son

tolerantes a la cicloheximida, contienen rhamnosa y celulosa en sus paredes celulares y



sus anamorfos residen en los géneros; Sporothrix, Hyalorhinocladiella, Leptographium y

Pesotum (3259,

La clasificacion actual de S. schenckii se muestra a continuacion en el cuadro 1, y se basa
en los datos anteriores y en lo descrito por Weijman & De Hoog en 1985. Ademas se
incluyen las nuevas especies descritas por Marimon R et al en el 2007 como causantes

de esporotricosis.

Cuadro 1. Clasificaciébn taxonémica de Sporothrix sp. agentes etioldégicos de la

esporotricosis.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Euascomycota

Orden Ophiostomatales
Familia Ophiostomataceae
Género Sporothrix
Especies Sporothrix schenckii
S. brasiliensis
S. globosa

S. mexicana

1.2.2 Habitat
Sporothrix schenckii es un hongo dimérfico y gracias a esta caracteristica puede vivir en la

naturaleza como saprobio y como parasito en el tejido humano y de otros animales.

La fase micelial esta representada por hifas y conidios; estos se pueden aislar de la
naturaleza de diversas fuentes, pero se encuentra principalmente en el suelo, detritus,

madera, plantas como el musgo, rosas, paja, pasto, buganvilias, zacate, claveles, cafetos,

también se ha encontrado en animales, principalmente roedores, gatos e insectos 1% !

21, 41, 49)



1.2.3 Morfologia macroscopica de la fase micelial

En general, este hongo en su fase micelial puede obtenerse in vitro en el laboratorio a
partir de muestras ambientales o clinicas, inoculando la muestra en medios como agar
dextrosa Sabouraud (SS) con o sin cloranfenicol y cicloheximida, incubados a una
temperatura de 28°C durante 5 a 14 dias. Al quinto dia de incubacion se observan
pequefas colonias humedas de color blanco o beige, rodeadas de un halo filamentoso;
con el paso del tiempo las colonias pueden adquirir una tonalidad mas obscura,
amarillenta, marrén, gris, negra o permanecer blanca. También es comudn observar
colonias con pigmento marrén o negro entremezclado con zonas blancas. La mayoria de
las colonias tienen un aspecto membranoso; en algunas se observa micelio aéreo con
aspecto velloso o aterciopelado, o bien glabras. La superficie de las colonias pueden
formar pliegues radiales o cerebriformes, algunas umbilicadas, otras planas o

crateriformes @& 1442434951 " (Figuras 1,2 y 3).

Fig. 1 Colonia aterciopelada, Fig. 2 Colonia blanca umbilicada  Fig. 3 Colonia blanca y vellosa.
con pliegues radiales blanca al con pliegues radiales.
centro y marrén en la periferia.

Figuras. 1, 2 y 3. Aspecto macroscopico de la fase micelial de Sporothrix schenckii, a los 14 dias de

incubacién a temperatura ambiente en SS.

1.2.4 Morfologia microscopica de la fase micelial
La morfologia microscopica de las colonias esta caracterizada por abundantes hifas y
conidios. Las hifas son hialinas, septadas, tienen un diametro de 1-2um y frecuentemente

forman conjuntos de micelio “9.

Los conidi6foros son estructuras poco diferenciadas de la hifa, que generalmente se
forman en angulo recto o agudo respecto a ésta, en el apice de los conidiéforos se
disponen los conidios, que pueden estar agrupados, dando la apariencia de una flor,



generados por un mecanismo simpodial; este mecanismo consiste en que después de la
formacion del conidio terminal, el crecimiento del conidiéforo continia como una pequefia
rama lateral que se origina debajo del conidio, esta rama pronto produce otro conidio
terminal y el proceso de ramificacion se repite por lo que son llamados simpoduloconidios.
Los conidios también pueden emerger directamente de la hifa (anteriormente conocidos
como raduloconidios) y en este caso estdn sujetos a la hifa mediante un pequefio
pedicelo. Los conidios pueden ser pigmentados o hialinos. Las formas de los conidios
varian de esféricos a alargados, piriformes o triangulares y tienen diametros de 1.5-3 por
3-6 um 314 42:46.49.50.50) "En |5 figura 4 se muestra un esquema de la morfologia micelial

microscopica.

| 0\
o/ g\‘ ;o
fo N
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() fo
o
10
Hifas arregladas en cimulos, Conidios esféricos que emergen Conidi6foro largo,
conidiéforos medianos con directo de la hifa a través de un simpoduloconidios alargados
simpoduloconidios ovoides dispuestos  pedicelo. dispuestos en cimulos.
en forma de flor.
00 0
% o
Xo |
0 |
(@) -
Simpoduloconidios triangulares y Simpoduloconidios esféricos
raduloconidios esféricos. pigmentados.

Figura 4. Esquematizacion de la morfologia microscépica de la fase micelial de S. schenckii.

1.2.5 Morfologia macroscépica de la fase levaduriforme

Sporothrix schenckii es un hongo dimérfico y este fendmeno esta determinado por
cambios de temperatura y disponibilidad de algunos nutrientes. Solo las hexosas son
utiles fuentes de carbono para el desarrollo de esta fase, ademas se requiere tiamina y

“9)  para estudiar la fase

biotina en altas concentraciones para su mantenimiento
levaduriforme o parasitaria en el laboratorio, es necesario inocular este hongo en medio
ricos en carbono nitrégeno, vitaminas y glucosa como son el infusion cerebro corazén o el

RPMI 1640, e incubarlo a 37° C. En el agar infusion cerebro corazén se observan colonias



de aspecto cremoso, de color blanco a beige, plegadas o de superficie lisa o rugosa
(Figura 5).

Figura 5. Colonia blanca cremosa de la fase levaduriforme de Sporothrix schenckii en agar infusion cerebro

corazoén incubado 14 dias a 37°C.

1.2.6 Morfologia microscdpica de la fase levaduriforme
En la literatura se ha descrito una morfologia polimorfa en los aislados, las cuales varian
de células ovoides, esféricas o fusiformes que miden de 2.5 a 5 x 3.5 a 6.5 um, con

gemaciones Unicas o multiples (Figura 6).

.
L/ J

Levaduras ovoides. Levaduras fusiformes uni, bi o Levaduras esféricas
multigemantes.

Figura 6. Esquemas de la morfologia microscépica de la fase levaduriforme de S. schenckii.

1.2.7 Estudios moleculares para la identificacién de S. schenckii

S. schenckii ha sido identificado por sus caracteristicas morfologicas, pero este método
convencional es limitado en la diferenciaciéon de hongos morfol6gicamente parecidos,
como S. curviconia, S. inflata, S. schenckii var. luriei y Ceratocystis stenoceras. Ante esta
problematica se ha recurrido a las herramientas moleculares, que ademas han servido
para explicar su taxonomia ®?. Recientemente Marimon et al en el 2008 #” reclasificaron

a S. schenckii var luriei como Sporothrix luriei.




Para la identificacion de hongos con el apoyo de las herramientas moleculares, se han
utilizado distintos criterios que a continuacién se enumeran: 1) elegir una secuencia de
oligonucleétidos para poder distinguir una especie de otra 2) elegir una secuencia de la
que se tengan registros de multiples especies para tener un rango mas amplio de

comparacion.

En S. schenckii se han empleado diferentes técnicas moleculares. El andlisis de la
secuencia del gen que codifica para la quitina sintasa, que es un gen que tiene una
secuencia altamente conservada para cada especie, es una prueba considerada como
exitosa, ya que es posible detectar hasta 10 picogramos de ADN de S. schenckii en una

@7 Procedimientos como la

muestra de paciente diagnosticado con esporotricosis
amplificacién de las regiones espaciadoras de transcritos internos (ITS) del gen rDNA,
posteriormente tratados con enzimas de restriccion para analizar el polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), logran distinguir a S. schenckii de
especies estrechamente relacionadas como S. schenckii var luriei, S. curviconia, S. inflata

y Ceratocystis stenoceras. Ademas evidencian la existencia de tipos dentro de la especie
(52)

1.3 Identificacion de especies fungicas por el dominio D1/D2 del gen 28S-like
rDNA

El analisis de DNA que codifica para el ribosoma (rDNA), resulta ventajoso en la
identificacion, debido a que existen grandes similitudes funcionales y estructurales entre
los ribosomas de todas las especies; esto refleja que tienen un origen evolutivo coman.
Los analisis de rDNA de diferentes eucariontes muestran que existen regiones
ampliamente conservadas. Estas regiones se utilizan para evaluar relaciones de ancestro-
descendencia, ademas de servir como puntos de referencia para evaluar la divergencia
evolutiva. Las regiones conservadas alternan con regiones variables. Mediante el analisis
del contenido de los nucleétidos de las regiones variables se pueden identificar especies

filogenéticas, debido a que estas regiones son diferentes en cada organismo “ 2%,

Los ribosomas de los eucariontes, estan constituidos por varias moléculas de RNA
ribosomal diferentes y aproximadamente 80 proteinas distintas, organizadas en una
subunidad grande y otra pequefia. Tanto las moléculas de rRNA como las proteinas

difieren en las 2 subunidades. La subunidad ribosémica menor esta formada por una



Unica molécula de rRNA, y la subunidad ribosbmica mayor contiene una molécula de

rRNA grande y 1 o 2 moléculas de rRNA menor @39,

En hongos, el rDNA tanto el que codifica para el rRNA de la subunidad menor (18S-like)
como el rRNA que codifica para la subunidad mayor (23S, 26S 6 28S-like y 5.8S),
proveen un excelente blanco para la amplificacion por reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR) y su secuenciacion, debido a que es material genético bien
caracterizado en hongos, de ocurrencia universal, posee regiones de evolucion rapida y
lenta, son genes con multiples copias homogéneas, ademas de ser computacionalmente

manejables @7,

Las secuencias que codifican para la subunidad 18S-like varian poco entre especies. La
variaciébn es mas caracteristica en los genes que codifican para la subunidad mayor. La
variacién se debe principalmente a la insercion de G + C y las diferencias entre las
secuencias que codifican para la subunidad 28S-like est4d dada por la expansion o

contraccion de las regiones variables “*.

En el gen rDNA 28S-like existen regiones que son muy variables y en consecuencia Gtiles
para hacer identificacién, hay 12 regiones dentro de este gen y son nombradas D1-D12,
las primeras tres regiones D1, D2 y D3, se caracterizan por tener la mayor variacion
interespecifica. En la figura 7 se muestra un esquema que representa la organizacion del

gen que codifica para el rDNA en eucariontes.

5.8S

D1 D2 > D12

5 = 185 )—)— 285-like J— 3

ITS-1 ITS-2

Figura 7. Organizacién del rDNA eucarionte, se observan los genes que codifican para la subunidad
mayor y menor del ribosoma separados por espaciadores transcritos internos (ITS-1, ITS-2), en rojo
se muestra la ubicacién de los dominios D1/D2.



El dominio D1/D2, esta localizado aproximadamente en las primeras 650 pares de bases
del gen rDNA 28S-like, y corresponde a dos regiones de rapida evolucion. Las primeras
50 pares de bases estan muy conservadas. Las regiones entre la posicion 70-110, 140-
190 y 350-500 son regiones altamente variables. Las regiones mas conservadas dentro
de este dominio se encuentran entre la posicion 200 y 350, y al final de la regién a partir
de la posicion 577. El andlisis de la secuencia del D1/D2 del gen 26S-like rDNA, es un
método molecular muy eficiente en la identificacion a nivel especie, se logra la

diferenciacion entre especies hasta en una sola base ®® (Figura 8).
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Figura. 8 Representacion del D1/D2 del gen rDNA 28S-like. En color azul se muestran las
regiones variables y en verde las regiones conservadas. Las flechas rojas indican el lugar de
insercién de los oligonuclettidos FEP y REP.

Existe actualmente una vasta base de datos de secuencias del dominio D1/D2 de
numerosas especies de levaduras y otros hongos. El analisis de estas secuencias para
hongos levaduriformes pertenecientes al phylum ascomycota, concluyen que esta prueba
resulta tan sensible, que se observa que en la misma especie no hay mas del 1% de
sustituciones, mientras que para levaduras pertenecientes al phylum basidiomycota
resulta igualmente satisfactoria la identificacion a nivel de especie filogenética @#?%.
También se ha comprobado que esta region es lo suficientemente variable como para
distinguir entre especies de hongos dematiaceos de importancia médica Y. Algunos
autores sugieren que para una mayor precision se utilicen cebadores internos a la region

especificos para cada especie.

1.4 Esporotricosis

La esporotricosis es una micosis subcutanea de curso subagudo o crénico, que puede
afectar a personas de cualquier sexo, edad y raza, asi como a algunos animales. Esta
enfermedad inicia después de que Sporothrix schenckii entra en contacto con el tejido
posterior a la inoculacion traumatica en la piel con objetos contaminados con conidios de
este hongo, aunque también existen reportes de transmision zoonotica causada por el

rasgufio o mordedura de animales como armadillos y gatos ® 2* %9 Schubach et al “¥



destacaron la transmision por gatos, donde el 83.4% de los pacientes con esporotricosis

estuvo en contacto con gatos infectados.

1.4.1 Epidemiologia de la esporotricosis

La esporotricosis es una micosis cosmopolita; la distribucién geogréfica de S. schenkii
sugiere una amplia adaptabilidad a condiciones de temperatura y humedad ambiental,
aunque se ha aislado con mayor frecuencia en climas templados que tienen temperaturas
de 20 a 25° C y con humedad relativa superior al 90%. La mayoria de los casos ocurren
en personas que viven en regiones tropicales y subtropicales. Los paises con mayor

nimero de casos al afio son México, Uruguay, Brasil y Venezuela. © ¥,

En México se considera como la micosis subcutanea mas frecuente y afecta
principalmente a dos regiones de la Republica Mexicana: la zona occidente (Nayarit y
Jalisco) y la zona centro (D.F., Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Puebla y
Tlaxcala). Los datos de morbilidad de acuerdo a los casos clinicos registrados en centros
dermatoldgicos y el numero de consultas por afio, difieren en los paises y regiones de

Latinoamérica. México tiene una tasa de morbilidad entre 0.1 al 0.5%. ©39,

S. schenckii habitualmente vive en el suelo y en vegetales, habitat en que este hongo se
desarrolla en su forma micelial que constituye la fase infectante. Por lo tanto los sujetos
que tienen mayor contacto con el hongo y en consecuencia tienen mayor riesgo de
contraer esta infeccion, son los agricultores, floricultores, jardineros, granjeros, floristas,
cazadores de armadillos, amas de casa que tienen jardin; es por esto que la

esporotricosis se considera como una micosis ocupacional ©.



1.4.2 Manifestaciones clinicas

En el cuadro 2 se muestra la clasificacion clinica de la esporotricosis descrita por Arenas

en el 2008 @,
Cuadro 2. Clasificacion clinica de la Esporotricosis tomado de Arenas .
. . Frecuencia | Regiones
- . Manifestaciones L
Forma clinica | Via de entrada o con que se | anatémicas
clinicas
presenta afectadas
Esporotricosis | S. schenckii Lesiones nodulares que | Aproxima- Extremidades
cutanea penetra por la piel | siguen el trayecto de los | damente el | superiores en 45
linfangitica mediante vasos linfaticos. Inicia 75% de los | a 53%, cara en 14
traumatismo con con el chancro de casos. a2l%y
objetos inoculacién, que es un extremidades
contaminados con | nddulo indoloro de color inferiores en 18 a
conidios de este rojo purpura que puede 23 %.
hongo. ulcerarse, a partir de
este se forman los
siguientes nédulos.
Esporotricosis | Por la piel de la Se presenta solo una Representa | Cara, cuello y
cutanea fija misma forma que | lesion que es una placa | el 20-30% tronco.
ocurre en la infiltrada eritematosa de | de los
esporotricosis forma semilunar, casos.
cutanea verrugosa o ulcerada.
linfangitica.
Esporotricosis | Piel. Lesiones Es Afecta boca,
mucocutanea granulomatosas, excepcional | faringe, cuerdas
vegetantes o ulceradas vocales y nariz.
y dolorosas.
Esporotricosis | Resulta de la Cuténea: hay afeccion 2 a5% de Piel, la forma
diseminada: diseminacion de varias regiones del los casos. sistémica afecta
cutaneay hematdgena a tegumento. SNC, tubo
sistémica partir del sitio de Sistémica: afecta digestivo, higado
infeccién ya sea organos internos y aparato
cutaneo o puede haber fungemia genitourinario,
respiratorio. La ocurre en pacientes con miocardio,
infeccién a partir inmunodeficiencias. rifiones,
de vias testiculos.
respiratorias se
produce después
de que el
individuo inhala
conidios de S.
schenckii.
Esporotricosis | Diseminacion a Osteoarticular: hay Es Osteoarticular:
extracutanea: partir del sitio de tenosinovitis, periostitis excepcional | rodillas,
osteoarticular | infeccion y ostedlisis. articulaciones
y pulmonar respiratorio. Forma pulmonar: tos interfalangicas,

productiva, con o sin
hemoptisis, fiebre y
pérdida de peso.

codos,
metatarsianos y
metacarpianos.
Pulmones.




Existen otras clasificaciones clinicas de la esporotricosis; algunas se basan en el aspecto
clinico, otras en la via de infeccion con S. schenckii y otras de acuerdo a los érganos

afectados “Y.

La mayoria de los estudiosos de la esporotricosis consideran que la forma clinica que se
presenta depende de la respuesta inmune del paciente. Sin embargo, un estudio reciente
que tuvo como objetivo estudiar los aislamientos clinicos de pacientes con esporotricosis
diseminada, linfangitica y fija, asi como su relacién entre el genotipo y la virulencia,
demostré por RAPD un patron diferente de bandeo entre los aislados de las diferentes
formas clinicas; se demostré también que la virulencia se relaciona con el genotipo. Los
aislados de S. schenckii provenientes de pacientes con esporotricosis diseminada,
mostraron mayor patogenicidad en ratones, seguida por los aislados de S. schenckii
causantes de esporotricosis linfocutanea; por ultimo los aislados provenientes de lesiones

fijas causaron menor infeccién “®.

1.4.3 Diagndstico de la esporotricosis

Para el diagnéstico de la esporotricosis cutanea el primer paso es la observacion de las
lesiones, pero debido a que existen otras enfermedades que tienen una semejanza, es
indispensable realizar un diagnéstico diferencial; por ejemplo las lesiones de la
esporotricosis linfocutdnea son semejantes a algunas formas de leishmaniasis,
paracoccidiodomicosis, cromoblastomicosis, blastomicosis, tuberculosis, pioderma
bacteriano, absceso subcuténeo, tularemia y sifilis primaria; la esporotricosis fija también
puede confundirse con la lesién que provoca el pioderma gangrenoso. “%. Por lo tanto, es
necesario confirmar o descartar el diagnostico de esporotricosis con ayuda de diversos

estudios de laboratorio.

La busqueda de estructuras fungicas en un examen directo o frotis hecho a partir de
secreciones de la lesién, es un paso importante en el diagnostico; algunas veces es
posible observar levaduras. Este procedimiento diagnostico tiene un porcentaje de éxito
muy variable 20 al 90%, debido a que la cantidad de estructuras fangicas que se
encuentran embebidas en la muestra suelen ser muy escasas y no siempre se sigue una

metodologia adecuada © 2%,



Otro proceso es la toma de biopsia, para su posterior estudio histopatologico en el que
generalmente se observa una reaccion inflamatoria granulomatosa y pidégena, asociada a
infiltrado de neutrdfilos, algunas células plasméticas y linfocitos. En la epidermis se
observa hiperplasia pseudoepiteliomatosa. El hallazgo de cuerpos fangicos es muy poco
frecuente, debido a la escasez de este en las muestras de tejido, aunque existen técnicas
como la inmunofluorescencia que ayudan a descubrir al hongo. Las levaduras que se
observan pueden tener forma redonda, ovoide, alargada, cilindrica (forma de “cigarro”) y
en el caso de la esporotricosis linfocutanea se pueden observar cuerpos asteroides “%
que es una estructura constituida por una levadura central rodeada de proyecciones
radiadas que corresponden a restos de membranas de polimorfonucleares . En el
estudio de Novales et al ®® se demostré que realizando un mayor nimero de cortes en el

blogue de tejido, mejora el resultado en la observacion de la estructura parasitaria.

El recurso mas confiable y eficaz para el diagnostico de la esporotricosis sigue siendo el

cultivo ©@¥.

Este se realiza a partir de cualquiera de los especimenes biolégicos
dependiendo de la forma clinica de la enfermedad y los medios de cultivo mas utilizados
para obtener la fase micelial son agar dextrosa Sabouraud con o sin antibiéticos. Los

cultivos brindan aproximadamente el 95.2% de los diagndsticos “°.

La intradermorreaccion (IDR) con esporotricina metabdlica o de la fase filamentosa, es un
procedimiento que se puede emplear en el diagnéstico de la esporotricosis fija y
linfangitica; a las 48 horas de su aplicacion se observara una induracion mayor a 5 mm si
existe infeccion con S. schenckii. Una IDR negativa no significa necesariamente ausencia
de infeccién; puede corresponder a una anergia inmunoldgica como sucede en los casos

de inmunodepresién severa asociada a esporotricosis 2.



2. ANTECEDENTES

En el 2002, Mesa A, et al © publicaron el primer trabajo que asocia las caracteristicas
fenotipicas de aislamientos de S. schenckii con su origen geogréfico. Estudiaron 44
aislados de México (Mx), Colombia (Co) y Guatemala (Gt), provenientes de muestras
clinicas y en el caso de México tanto clinicas como ambientales. Las caracteristicas
morfolégicas fueron evaluadas a los 15 dias de incubacion a 28°C en APD. Todos los
aislados presentaron colonias humedas, planas, finamente plegadas o muy plegadas, al
inicio color crema posteriormente marron. Microscépicamente observaron conidios
simpodiales en arreglo de flor y/o conidios de pared gruesa pigmentados dispuestos a lo
largo de la hifa. El tamafio promedio de los conidios fue: ancho 1.2 a 3.5um y largo de 1.2
a 5.4 ym. Entre los tres paises hubo algunas diferencias : el largo de los conidios de los

aislamientos mexicanos ( X = 2.06 + 0.53 um) yde Gt (X = 2.68 + 0.83) fue similar, a
diferencia de los de Co (X = 4.03 + 1.04). Todos los aislamientos transformaron a fase
levaduriforme dando levaduras con gemaciones ovoides. Mediante el analisis del RAPD
(Polimorfismo en el DNA por amplificacién al azar) se obtuvieron patrones que agruparon
a los aislamientos de acuerdo a su origen geogréafico y se observo la gran variabilidad

genética que presenta S. schenckii.

Ramirez et al en el 2005 ©%, confirmaron que la morfologia es un parametro limitado para
diferenciar a S. schenckii de especies con las que comparte nicho ecolégico y
caracteristicas morfoldgicas. Realizaron muestreos ambientales de una zona con alta
incidencia de pacientes con esporotricosis, con la finalidad de aislar S. schenckii. La
morfologia fue el primer parametro para la identificacion y de acuerdo a caracteristicas
morfolégicas se obtuvieron 18 aislados. Una vez realizado el estudio morfologico se
extrajo DNA a cada aislamiento, para posteriormente amplificar el dominio D1/D2 del gen
28S rDNA; las secuencia de este fragmento fueron comparadas en la base de datos del
genebank y 15 aislamientos correspondieron a S. schenckii, 1 al género Ophiostoma y 2

al género Endomyces.

En el 2006 O'Reilly et al ®”, publicaron los resultados de identificacion morfoldgica y de
tipificacion mediante andlisis por macrorrestriccion utilizando el método de electroforesis
en campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis “PFGE”), a un total de 70 aislamientos

clinicos y ambientales de Australia. Las caracteristicas morfolégicas de los 70



aislamientos, permitieron esclarecer que dentro de los aislados ambientales, ademas de
S. schenckii existen especies relacionadas como O. stenoceras y O. nigrocarpum. Todos
los aislamientos microscopicamente presentaron en comun conidios ovoides de origen
simpodial con arreglo en flor. Otras caracteristicas como la presencia de peritecios,
produccion de melanina, conidios pigmentados, crecimiento a 35°C y la transformacion a
fase levaduriforme, dividieron a los aislados en 6 grupos. Un grupo particularmente
interesante caracterizado morfolégicamente por masas de conidios pigmentados y
transformacién a fase levaduriforme incluia Unicamente los aislados clinicos y ambientales
obtenidos de los lugares de vivienda y trabajo de los pacientes. La tipificacion por PFGE
también agrup6 a los aislados de acuerdo a zona geogréafica. Los aislados clinicos
mostraron un patrén de bandeo indistinguible al de los aislados ambientales provenientes
de los lugares de trabajo y vivienda de los pacientes. Este método también resulta muy
eficiente para la diferenciacibn de S. schenckii de especies relacionadas como O.

stenoceras y O. nigrocarpum.

En el 2007, Marimon R, et al ®® reportaron que existe una correlacién entre la morfologia
y la clasificacién filogenética realizada a partir de fragmentos del gen que codifica para la
calmodulina. En este estudio procesaron 127 aislados de S. schenckii de origen clinico en
su mayoria y algunos de la naturaleza, provenientes de diferentes paises. Estos autores
propusieron tres nuevas especies; Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa y Sporothrix
mexicana en base a los andlisis filogenéticos, y observaron que la morfologia de los
conidios que se correlacionaron con las caracteristicas morfoldgicas con el andlisis

filogenético de los aislados.

Sporothrix brasiliensis se caracteriza morfolégicamente por dos tipos de conidios: ovoides
simpodiales, hialinos, pocos de ellos formados sobre denticulos directamente de la hifa,
de 2-6 um de largo por 1-4 um de ancho; y conidios sésiles pigmentados y globosos, de
2.5-5 pym por 2-3 pm, las células conidibgenas son en su mayoria terminales o
intercalares. Estos conidios se encuentran dispuestos en conidiéforos que son

ligeramente mas gruesos que la hifa.

S. globosa se caracteriza por conidios simpodiales, hialinos, ovoides, con numerosos

denticulos, de 2.5-5 ym de largo por 1-3 um de ancho, y conidios sésiles, globosos,



pigmentados, de pared gruesa, de 3-4 um por 2-3.5 um. Las células conidibgenas en su

mayoria son terminales o intercalares, en un conidiéforo mas o menos diferenciado.

S. mexicana forma conidios simpodiales hialinos, ovoideos de 3-5.5 pum por 2-2.5 pm,
ademas de conidios sésiles pigmentados, subglobosos, ovoides y elipsoidales que miden
3-4 ym por 2- 3.5 pm.

En el 2009 Madrid H et al ®, reportan que de 32 aislamientos clinicos previamente
identificados como S. schenckii provenientes de México, Colombia y Guatemala, por
andlisis cladistico de la secuencia parcial del gen de la calmodulina, identificaron que

87.5% de los aislados correspondia a S. schenckii y el resto a S. globosa (12.5%).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagnéstico de la esporotricosis se realiza principalmente mediante el cultivo de
muestras biologicas, al cual se le realiza un estudio morfolégico macro y microscopico, ya
que la morfologia ha sido el principal pardmetro considerado para su identificacién. Sin
embargo, Sporothrix schenckii presenta variabilidad en sus caracteristicas fenotipicas y
en ocasiones sugiere que se trata de diferentes géneros como Endomyces y Cerinosterus
que comparten caracteristicas morfolégicas y ecoldgicas con S. schenckii. El laboratorio
de micologia médica cuenta con una coleccion de aislados identificados como de S.
schenckii provenientes de diversos centros de salud; en estudios piloto se ha observado
una diversidad morfologica entre ellos. Por lo anterior consideramos que es probable que
existan otras especies implicadas en la etiologia de la enfermedad atribuida Gnicamente a
S. schenckii y que pasan desapercibidas para el personal de laboratorio. Actualmente se
cuenta con métodos de identificacion a nivel molecular, que han resultado efectivos en la
identificacion por lo que sin duda la mejor opcién es complementar los estudios

morfoldgicos con los moleculares.

Debido a la diversidad morfolégica que se observa en aislados de S. schenckii es
necesario corroborar su identidad con estudios genéticos, con la finalidad de verificar si es

el tnico agente causal de esporotricosis en paciente mexicanos.



4. HIPOTESIS

El cuadro clinico de la esporotricosis es causado principalmente por Sporothrix schenckii.
Es posible que utilizando procedimientos mas sensibles como la PCR se identifiquen otros
géneros o especies de hongos causantes de lesiones esporotricoides.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Correlacionar los datos morfolégicos y genéticos de aislados clinicos de Sporothrix

schenckii.

5.2 Objetivos particulares

o Describir y registrar la diversidad morfoldgica de los aislados fingicos de pacientes
con diagndstico clinico de esporotricosis.

e Corroborar el dimorfismo de los aislados.

e Obtener la identidad de los aislados mediante la comparacion de la secuencia de
un fragmento del dominio D1/D2 del gen 28S-like rDNA con la base de datos del

genebank.



6. MATERIAL Y METODOS

En este estudio se incluyeron 26 aislados clinicos de pacientes mexicanos con
diagndstico de esporotricosis, 18 provenientes del Servicio de Dermatologia del Hospital
General de México (SS) y 8 provenientes de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi,
y como grupo externo se incluyé 1 aislado clinico de Francia (no. 19) y 1 una cepa ATCC
(201681) correspondiente a un aislado de un paciente brasilefio diabético con
esporotricosis diseminada. (Ver tablas 1y 2)

6.1 Obtencién de cultivos monospéricos

Se realizé un cultivo monospérico de cada uno de los aislados estudiados, por el método

de dilucion y aislamiento por estria, con el siguiente procedimiento:

A partir del cultivo original se realizaron sub-cultivos en agar dextrosa Sabouraud ADS
(Apéndice A) en tubo, incubados por un periodo de 5 a 8 dias a temperatura ambiente
(TA, 25-28°C). Posteriormente, de cada aislado se prepar6 una suspension de conidios en
1 ml de solucién salina 0.85 mM mas 5 pl de Tween 80. Se determind el niumero de

conidios en suspension, utilizando la camara de Neubauer.

A partir de esta suspension se realizaron diluciones para inocular 20 a 40 conidios
contenidos en un volumen de 10 pl; el in6culo fue distribuido homogéneamente en placas

de ADS por estria abierta con la finalidad de obtener colonias aisladas.

Las cajas se mantuvieron a TA y se revisaron a las 48 y 72 horas, tiempo en que se
observaron las primeras colonias; de estas se eligid una colonia para ser sembrada de
manera masiva en ADS en tubo. Este Ultimo cultivo fue utilizado para obtener los cultivos
para el estudio morfologico y genético y para conservar las cepas en viales de 20 mililitros

con solucion salina estéril.



Tabla 1. Datos clinico epidemioldgicos de los aislados de Sporothrix shenckii provenientes del Hospital General de México.

Clave aislado

Datos del paciente

Esporotricosis

Tratamiento

hospital | estudio procedencia | Edad | sexo | ocupacion | Tipo de Tiempo de | Medicamento | Resultado del
en esporotricosis | evolucion prescrito tratamiento
afios Meses (m)
1 1 Oaxaca 33 M Campesino | Linfagitica 4m Kl Curacion
2 2 Puebla 38 M Campesino | Fija 1 afio Kl Curaciéon
4 3 Tlaxcala 23 F Hogar Fija 9m Kl Curacion
5 4 D.F. 25 M Obrero Linfagitica 3m Kl Curacion
6 5 Michoacan 43 M Campesino | Linfagitica 2m Kl Curacion
7 6 Puebla 68 F Hogar Linfagitica 6m Itraconazol Mejoria (No
acudié mas)
8 7 Hidalgo 55 M Campesino | Linfagitica 8m Kl Curacion
9 8 Puebla 34 M Hogar, Linfagitica 6m Kl Curacion
campesina
10 9 Veracruz 8 F Escolar Fija 3m Termoterapia Curacion
11 10 Puebla 33 M Campesino | Linfagitica 5m Kl Curacion
, floricultor
12 11 Michoacéan 48 M Agricultor | Hematogena 10m Anfotericina B, Muerte
Itraconazol
13 12 Veracruz 19 F Hogar y Linfagitica 3m Itraconazol Curacién
campesina
14 13 Edo de 72 M Campesino | Linfagitica 8m Kl + Curacion
México Itraconazol
16* 14 - - - - - - - -
17* 15 - - - - - - - -
19* 16 - - - - - - - -
20* 17 - - - - - - - -
21* 18

*Datos no disponibles.




Tabla 2. Datos de los aislados clinicos de Sporothrix shenckii provenientes de la Universidad de San Luis Potosi

Clave aislado

Datos de paciente

Datos sobre la esporotricosis

SLP estudio | Edad Sexo | Procedencia | ocupacion Tipo de Tiempo de Medicamento | Resultado del
esporotricosis | evolucién prescrito tratamiento
dhmss | 19 Francia Desconocida | Desconocido Desconocido | Desconocido Desconocido
51roo
dhmss | 20 No F Villa de obrera Linfangitica Desconocido Kl Curacion
51r01 conocida Reyes SLP.
dhmss | 21 No F Ciudad de Desemplead Hematégena 2 meses Desconocido Desconocido
51r02 conocida SLP. o/artesania Diseminada
paja
dhmss | 22 No F Sta. Maria Ama de casa Linfangitica Desconocido Kl Desconocido
51r03 conocida del Rio SLP.
dhmss | 23 44 afios | M Villa de Jornalero Linfangitica Desconocido Kl Desconocido
51r04 Arriaga SLP.
dhmss | 24 9 afios M Mexquitic de | Escolar Linfangitica Desconocido Kl Desconocido
51r05 Carmona
SLP.
dhmss | 25 14 afios | M Pino Suérez | Estudiante Desconocido Desconocido Kl Desconocido
51r07 Zacatecas
dhmss | 26 72 afios | F Cerritos SLP. | Ama de casa Linfangitica Desconocido Kl Desconocido
51r13
dhmss | 27 38 afios | M Ojuelos Jal. Comerciante/ Cutanea Mes y medio | Desconocido Desconocido
51r14 agricultor verrugosa
(frente y

parpado)




6.2 Estudio morfolégico

6.2.1 Estudio morfolégico macroscopico de la fase micelial

A partir de una resiembra del cultivo monospdérico, se preparé una suspension inicial con
una concentraciéon de 10° conidios/ml, se inocularon 3 pl de esta suspension en el centro
de una placa de ADS; se incubaron a TA durante 14 dias, y se registraron las siguientes
caracteristicas de la colonia: aspecto (velloso, glabro, aterciopelado, humedo,
membranoso, pulverulento, etc.), pigmentacion, superficie (lisa, cerebriforme, con

elevacién central, umbilicada, con pliegues radiales, etc.). Se realizé registro fotografico.

6.2.2 Estudio morfolégico microscépico de la fase micelial

Se realizaron microcultivos con algunas modificaciones de la técnica tradicional de
microcultivo en portaobjetos (citado en Lopez-Martinez et al 2004). Esta técnica consistio
en cortar cubos de ADS de aproximadamente 5 mm por lado; se colocé un cubo en un
portaobjetos estéril y sobre el agar se depositaron 3 pl de una suspensiéon de 10°
conidios/ml. Posteriormente se colocd un portaobjetos estéril sobre el medio inoculado.

Los cultivos se incubaron a TA durante 3 dias.

Las laminillas resultantes se tifieron con azul de algoddén y se observaron con un
microscopio Optico, utilizando los objetivos 40x y 100x, y se registraron las siguientes
caracteristicas: disposicion del micelio fértil (agregados de hifas o hifas aisladas), origen
de los conidios (simpodial o directo de la hifa, en racimo, Unicos, alternados, etc), forma
del conidio (globosa, ovoide, triangular, alargado), conidios hialinos o pigmentados;
tamafio del conidio (ancho y largo), tamafio del conidiéforo (ancho y largo). Se observaron
10 campos al azar y se anotdé el predominio de las caracteristicas previamente

mencionadas para cada aislado. Se realiz6 registro fotografico.



6.2.3 Obtencion de la fase levaduriforme

Para verificar la transformacion de la fase micelial a la fase levaduriforme de cada uno de
los aislados, se utiliz6 un medio rico en nutrientes; infusién cerebro corazon (BHI)
(Apéndice A) y agar para infusion cerebro corazén (AICC) (Apéndice A). Los cultivos
fueron incubados a 37°C.

6.2.4 Estudio morfolégico macroscopico de la fase levaduriforme

Se inocularon 3 ul de una suspension de 10° conidios/ml en el centro de una caja con
AICC. Se incubaron 14 dias a 37°C, y se observaron y registraron las siguientes
caracteristicas: color de la colonia, consistencia y superficie (lisa o plegada). Se realiz6

registro fotografico.

6.2.5 Estudio morfolégico microscépico de la fase levaduriforme

Se inocularon 500 pl de una suspensiéon de 10° conidios/ml, en 15 mililitros de BHI; los
cultivos fueron incubados durante 3 a 7 dias a 37°C y se mantuvieron en agitacion a 100
rom. Los cultivos fueron revisados a los 5 dias y se registraron las caracteristicas
morfolégicas de las levaduras; forma (alargada, ovoide, esférica), numero de gemas y
tamafio (ancho y largo). Se realiz6 registro fotografico de las diversas formas.

6.3 Identificacién molecular

6.3.1 Extraccion y purificacion del DNA

Se utilizé la metodologia propuesta por Blin et al 1976 ©.

Para la extraccion de DNA, se inocularon 200ml de medio liquido de Sabouraud (MLS)
(apéndice A) con una suspensién de conidios realizada a partir de un sub-cultivo. Los
cultivos fueron incubados a 26 °C en agitaciéon a 110 rpm durante 4-5 dias. Una vez que
se observé suficiente crecimiento, se separ6 la masa fingica mediante centrifugacion y el

concentrado se sec6 con papel filtro estéril.

Para romper la pared celular, la masa fungica se maceré con nitrogeno liquido. El
macerado se transfirid a un tubo de 1.5 ml y se trat6 con buffer de lisis (apéndice B) y
proteinasa K (Invitrogen), con la finalidad de digerir los componentes protéicos; la mezcla
se incubo a 65° C durante 1 hora. Posteriormente se adiciono fenol-cloroformo-isoamilico

(25-24-1) en un volumen igual al de la muestra, se agité vigorosamente hasta obtener una



muestra con aspecto lechoso; se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos y se
transfirio la fase acuosa a otro tubo donde se afadioé 0.1 volumen de acetato de sodio y
etanol al 100%; una vez que ocurrio la precipitacion del DNA, se centrifugé a 13 000 rpm
durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol al 70% vy se
centrifugd por 5 minutos; se decantd el sobrenadante y se dejé secar el DNA. Una vez
seco, se agregd un volumen de agua miliQ estéril proporcional a la cantidad de DNA
obtenido y se adicionaron 10 pl de una solucién de 10 mg/ml de RNAsa incubandose a
37°C por una hora. Para asegurar la pureza del DNA se repitio el procedimiento desde la
extraccion con fenol-cloroformo-isoamilico, hasta re-suspender el DNA en agua.

6.3.2 Cuantificacion y visualizacién de DNA

Para conocer la concentracion de DNA obtenido en la extraccion, se realizaron por
duplicado diluciones 1:500 de cada una de las muestras. Y se realizaron lecturas en un
espectrofotdbmetro visible ultrospec, 1100 pro, Amersham Biosciences, se tomaron

lecturas a 260 y 280 nandmetros y se determiné la concentracion en pg/ul.

Para verificar la calidad del DNA se depositaron 3ul de DNA con 1.6 ul de buffer de carga
(Apéndice B) y 5.4 pl de H,0, en un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio;
dependiendo del tamafio del gel, se aplicé un voltaje entre 70 volts y 90volts,
aproximadamente durante 40-70 minutos. Por cada gel se incluy6é un pozo con marcador
A DNA/ Hind Il Fragments. Una vez concluida la migracion, el gel se visualiz6 con un

trans-iluminador de luz ultravioleta UVP.



6.3.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los dominios D1/D2 del gen 28S
rDNA.

Se utilizaron los iniciadores propuestos por Fell, 1993 con modificacion en una base en la
secuencia del oligo FEP.

Secuencia original Fell FEP 5’ a 3’ :CAT ATC AAT AAG CGG AG AAA AG
La secuencia del Oligo FEP 5" a 3': CAT ATC AAT AAG CGG AGIE AAA AG

La secuencia del Oligo REP secuencia de 5’ a 3': GCT CCG TGT TTC AAG ACG

Para un volumen de 25 pl el contenido de la mezcla de reaccion fue:

Componentes de | Cantidad en | Concentracion
reaccion pl final
H>0 miliQ 12.8 ul
Buffer 10x 2.5l 1x

MgCl, 30mM 1.0 pl 1.2mM
dATP 10mM Su .2mM
dCTP 10mM Sl .2mM
dGTP 10mM Sl .2mM
dTTP 10mM Sul .2mM
Oligo FEP 5uM 2.0 pl ApM
Oligo REP 5uM 2.0 pl A uM
Taqg 5 unidades 2u .04U
Amplificasa
BIOGENICA
DNA (10ng/ pl) 2.5l Ing/ ul

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos

Treinta y cinco ciclos con los siguientes tiempos y temperaturas:
Desnaturalizacion 94°C por 1 minuto
Hibridacion 63:3°C por 1 min
Polimerizacién 72° C por 1 minuto

Un ciclo final de polimerizacion a 72 grados centigrados durante 5 minutos



6.3.4 Visualizacion del producto de PCR

Para visualizar el producto de amplificacion, se depositaron 3l de la muestra de reaccion,
1.6 ul de buffer de carga y 5.4 pl de agua miliQ. Por separado se deposité 1pl de
marcador de 100 pares de bases adicionado de 1.6 pl de buffer de cargay 7.4 ul de H,O
miliQ. Estas mezclas fueron depositadas en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro de etidio. Para la migracién se aplicé un voltaje de 70 a 90 volts durante 40-70

minutos. Finalmente el gel fue visualizado en un trans-iluminador de luz ultravioleta.

6.3.5 Purificacion del producto de PCR

Se realizo el protocolo de purificacién de Qiagen (QIAquick principle), donde se utiliza una
columna con propiedades selectivas de ligandos debido a una membrana de silica y a
buffers especiales que proveen condiciones adecuadas para la recuperacion del DNA y la
eliminacion de contaminantes. EI DNA es adsorbido por la membrana de silica en
presencia de sales, mientras que los contaminantes pasan a través de la columna. Las

impurezas son eliminadas y el DNA puro es eluido con agua.

6.3.6 Secuenciacion
Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar al Laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Biologia de la UNAM, y estos fueron secuenciados con el equipo Applied

Biosistems 3100 de 16 capilares.

6.3.7 Andlisis de las secuencias

Las secuencias fueron editadas y analizadas con el programa ChromasPro. Todas las
secuencias fueron procesadas a través del programa nucleotide Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) y comparadas con secuencias existentes en el banco genético de
datos (genebank data base, NCBI “National Center for Biotechnology Information”)
mediante el programa Megablast que indicé las especies con las que las secuencias

problema compartian mayores similitudes.



7. RESULTADOS
7.1 Estudio morfolégico de la fase micelial

A continuacién se observan las imagenes correspondientes a la morfologia macroscoépica
y microscopica de la fase micelial de cada uno de los aislados incluidos en este estudio.
Los aislados problema se agruparon de acuerdo a las caracteristicas observadas en la

morfologia macroscopica y se formaron 6 grupos.

El grupo externo; la cepa tipo ATCC y el aislamiento de origen francés, se observan a
continuacion. La cepa tipo comparte caracteristicas morfolégicas con el grupo 1 y el
aislado 19 de origen francés con el grupo 2.

ATCC

Figura 9-a Colonia blanca, vellosa y himeda. Figura 9-b Conidios hialinos ovoides de origen simpodial; (H)
hifas agrupadas en haces; (Cfro) conidiéforo perpendicular a las hifas; conidio desarrollado a partir de un (CS)
conidiéforo secundario(100x).



Aislado 19: Francia

Figura 10-a Colonia blanca, vellosa, opaca umbilicada. Figura 10-b Hifas aisladas, conidios hialinos globosos,
gue surgen directamente de la hifa y otros conidios en cimulos (100x).

a) Grupo 1. Los siguientes 5 aislamientos que se observan a continuacién,
presentaron las siguientes caracteristicas en comun: color blanco, textura vellosa

y aspecto humedo.

Aislado 14

Figura 11-a Colonia blanca, vellosa y himeda. Figura 11-b Conidios ovoides hialinos, que emergen (DH)
directamente de la hifa; (CF) arreglo de conidios en flor (100x).



Aislado 21

Figura 12-a Colonia blanca vellosa, himeda. Figura 12-b Hifas agrupadas en haces, de donde surge un
conidioforo largo con conidios hialinos ovoides; se observa también el (P) pedicelo a través del cual se unen
los conidios con el conidiéforo (100x).

Aislado 1

Figura 13-a Colonia blanca, vellosa, hiimeda con pliegues radiales. Figura 13-b Conidios ovoides hialinos en
arreglo de flor. Hifas aisladas (A), hialinas (100x).



Aislado 7

Figura 14-a Colonia blanca, vellosa, membranosa, con elevacion central. Figura 14-b Hifas en haces, (CHG)
conidios hialinos globosos (100x).

Aislado 18

Figura 15-a Colonia blanca, vellosa, de aspecto grumoso en el centro y mdltiples pliegues radiales.
Figura 15-b Hifas dispuestas en haces, conidios ovoides hialinos en arreglo de flor (100x).



b) GRUPO 2: es el mas numeroso y est4 formado por 8 aislamientos en los que se
observan 3 caracteristicas en comun: colonias blancas, de aspecto velloso y
opaco. Entre estos aislamientos existen diferencias en cuanto al aspecto de la
colonia: cerebriforme, crateriforme umbilicada, plegada etc.

Aislado 27

Figura 16-a Colonia blanca, vellosa, opaca, umbilicada con pliegues radiales. Figura 16-b Conidios hialinos
ovoides en arreglo de flor (100x).

Aislado 20

Figura 17-a Colonia blanca, vellosa, opaca con elevacion central y pliegues. Figura 17-b Conidios hialinos
alargados algunos con arreglo de flor otros solitarios, e hifas arregladas en haces. (100x)



Aislado 24

Figura 18-a Colonia blanca, vellosa, opaca, con elevacién central. Figura 18-b Conidios hialinos globosos,
algunos pigmentados. Hifas dispersas (40x).

Aislado 9

Figura 19-a Colonia blanca, vellosa, opaca, crateriforme. Figura 19-b Conidios hialinos ovoide con arreglo en
flor; hifas en haces mas o menos dispersos (100x).



Aislado 23

Figura 20-a Colonia blanca, vellosa, opaca, crateriforme. Figura 20-b Conidios triangulares pigmentados
(CTP), que surgen directamente de la hifa; también se observan conidios ovoides pigmentados (100x).

Aislado 11

Figura 21-a Colonia blanca, opaca, vellosa, crateriforme, con pliegues radiales. Figura 21-b Conidios hialinos
ovoides y algunos alargados, en arreglo de flor (100x).



Aislado 2

Figura 22-a Colonia blanca, vellosa, opaca, de aspecto cerebriforme en el centro. Figura 22-b Conidios
ovoides hialinos en arreglo de flor; hifas aisladas (100x).

Aislado 5

Figura 23-a Colonia blanca, vellosa en el centro y membranosa en la periferia, opaca, con elevacién central y
pliegues radiales. Figura 23-b Conidios ovoides hialinos con arreglo en flor (100x).



¢) GRUPO 3: incluye solo a 2 aislamientos, en donde las colonias son blancas y
algodonosas.

Aislado 4

Figura 24-a Colonia blanca algodonosa. Figura 24-b Conidios ovoides hialinos, hifas aisladas y conidi6foros
secundarios (100x).

Aislado 15

Figura 25-a Colonia blanca, algodonosa. Figura 25-b Conidios alargados cilindricos, que se originan a partir
de un conidiéforo largo, perpendicular a la hifa (100x). Morfologia microscopica propia del género Acremonium
sp.



d) GRUPO 4: colonias blancas aterciopeladas.

Aislado 13

Figura 26-a Colonia blanca, aterciopelada con elevacién central. Figura 26-b Conidios hialinos globosos, en
cumulos, otros conidios que emergen directo de la hifa; hifas aisladas (Objetivo 100x).

Aislado 16

Figura 27-a Colonia blanca aterciopelada. Figura 27-b Hifas en haces; conidios hialinos cilindricos, dispuestos
en grupo que se originan a partir de un conidiéforo largo (100x). Morfologia microscépica caracteristica del
género Acremonium sp.



e) GRUPO 5 Colonia color beige.

Aislado 8

Figura 28-a Colonia beige, vellosa, umbilicada con multiples pliegues radiales. Figura 28-b Conidios ovoides
hialinos en arreglo de flor, hifas agrupadas en haces (100x).

f) GRUPO 6: El sexto y ultimo grupo esta formado por colonias de coloracion mixta
con tonos marrén claro y oscuro, blanco y beige. Entre este grupo se observan

muchas diferencias morfol6gicas macroscoépicas.

Aislado 10

Figura 29-a Colonia de aspecto mixto entre velloso y pulverulento, color marrén al centro, seguido por una
zona blanca y periferia marrén claro. Se observa también un fenémeno denominado (Z) zonacién. Figura 29-b
Conidios ovoides con tendencia a ser alargados, pigmentados y originados directamente de la hifa (100x).



Aislado 17
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Figura 30-a Colonia marrén claro, aspecto velloso, himedo y numerosos pliegues en el borde. Figura 30-b
Conidios ovoides en arreglo de flor; se observan claramente los septos de las hifas (100x).

Aislado 22

L
R

Figura 31-a Colonia vellosa, de aspecto hiumedo, marrén en el centro y blanca en la periferia. Figura 31-b Se
observan hifas dispersas y conidios ovoides con tendencia a globosos, hialinos (100x).



Aislado 26

Figura 32-a Colonia vellosa, himeda, blanca con zonas de color marrén claro. Se observa también fenémeno
de zonacion. Figura 32-b Conidios hialinos ovoides en arreglo de flor; hifas en haces (100x).

Aislado 3

Figura 33-a Colonia aterciopelada de color marrdn claro, cerebriforme en el centro con pliegues radiales.
Figura 33-b Se observan conidios, ovoides hialinos y pigmentados, triangulares pigmentados, que surgen
directamente de la hifa y de conidioéforos de diferentes tamafios (100x).



Aislado 6

Figura 34-a Colonia aterciopelada, de predominio blanco y borde marrén claro, tiene una elevacién central
con aspecto velloso y pliegues radiales. Figura 34-b Conidios globosos y triangulares pigmentados, algunos
conidios globosos hialinos (100x).

Aislado 25

Figura 35-a Unico aislamiento que presentd aspecto glabro, craterifome, con algunos pliegues radiales de
color marron claro y periferia mas obscura. Figura 35-b Hifa hialina que presenta mdltiples conidiéforos
perpendiculares, que dan origen a conidios ovoides hialinos y algunos pigmentados (100x).



De acuerdo al color de la colonia, los aislados fueron separados en dos grupos: aislados
blancos y aislados pigmentados. En las tablas 3 y 4 se describen los detalles de la
morfologia micelial macro y microscopica a los 14 dias de incubacion a TA en SSy alos 3
dias de incubacién TA en SS respectivamente, de aislamientos macroscopicamente
blancos (ver tabla 3) y pigmentados (ver tabla 4), los datos de la morfologia microscépica
corresponden a 10 campos seleccionados al azar. Debido a que el registro fotogréfico
solo ilustra un campo observado, carece de algunas caracteristicas reportadas en el

cuadro.

7.1.1Caracteristicas morfolégicas generales de los aislados albinos

De los 26 aislados problema, se observé un predominio de colonias blancas con un 65%
(17 aislados); dentro de este grupo, 13 colonias presentaron textura vellosa, 2 algodonosa
y 2 aterciopelada. El grupo externo, tanto la cepa ATCC como el aislado de Francia

(numero 19) formaron colonias blancas y presentaron textura vellosa

Respecto a la morfologia microscépica de los aislados blancos, 9 de 17 presentaron un
predominio de hifas en haces o agregados. El tamafio promedio de los conidioforos fue de
14 pm (con una desviacion estandar de 8.3 um); en general los aislados problema
formaron un conidiéforo mas pequefio que la cepa tipo (< 36 ym). Los aislados 1y 23
presentaron los conidiéforos mas cortos, de 3 y 5 um respectivamente. Con excepciéon de
los aislados 15 y 16, todos formaron conidios con arreglo en flor por mecanismo de
conidiacion simpodial. La forma de conidios que se present6 con mas frecuencia dentro
de este grupo fue la ovoide, seguida por la globosa, solo dos aislamientos presentaron
conidios ovoides alargados, dos cilindricos (aislados 15 y 16), y dos triangulares (aislado
23 y 24). Todos los aislados presentaron conidios hialinos, con excepcion de los aislados
23y 27 que presentaron algunos conidios triangulares y ovoides pigmentados. El tamafio
promedio de los conidios ovoides fue de 3.26 (+.57) X 1.9 (+.35) um, el de los conidios
globosos fue de 1.9 (+.35) X 1.9 (+.35) um, los conidios ovoides alargados 3.36 (+.9) X
1.69 (+.21) pm, conidios cilindricos 4.16 (+.36) X .72 (+.19) um vy los triangulares 2.9
(+.32) X 2 um. Los aislados 20 y 23 presentaron los conidios mas largos y los aislados 21,
19, 7, 27 y 13 presentaron los conidios mas pequefios, y estos estuvieron relacionados
con la forma globosa. En seis aislados se observé la formacién de conidios sésiles,

formandose directamente de la hifa.



7.1.2 Caracteristicas morfolégicas generales de los aislados pigmentados

El nimero de aislados pigmentados correspondié al 34% (9 aislados). La mayoria con
aspecto velloso, en este grupo se observaron los Unicos aislamientos con textura glabra
(aislado 25) y con textura entre vellosa y pulverulenta (aislado 10). Dos aislamientos
presentaron fenédmeno de zonacion (aislados 10 y 26).

Microscépicamente, la mayoria present6 hifas en haces. El tamafio promedio de los
conidioforos fue de 11.18 (+ 5.2) um el aislamiento 26 presento los conidiéforos mas
largos con 14 um vy el aislado 12 present6 los conidi6foros més cortos con 5 um. La gran
mayoria de aislados de este grupo formé conidios simpodiales, los aislados 10, 17 y 6
ademas formaron conidios directamente de la hifa. Este grupo presenté 3 formas
conidiales, pero la mayoria de los aislamientos tuvo mas de una forma conidial. El tamafio
promedio de los conidios ovoides fue de 3.24 (+.76) X 1.93 (+.33) um, los globosos 1.89
(+.26) X 1.89 (+.26) um vy los triangulares 3.47 (+.59) X 2 um. A pesar del color de la
colonia, 4 de los 9 aislados (8, 12, 22 y 26) no mostraron pigmento evidente en sus

conidios.



Tabla 3. Morfologia micelial macro y microscépica en aislados blancos de S. schenckii.

No. de Morfologia colonial conidi6foro | Tamafo del | Arreglo de | Formay tamafio de
aislado macroscopica s en hifas conidiéforo | conidios conidios: ancho X
estudio fértiles (um) largo (um) +
(promedio + desviacion estandar
desviacién
estandar).
*ATTC Blanca, vellosa, hUmeda. A 36 +4.3 S CHO1.5+.14 X3.3+.22
*14 Blanca, vellosa, hUmeda. H 13 S CHO 2.2+.21X3.4+.23
*21 Blanca, vellosa, humeda. H 11.3+5.2 S CHO 1.7+.2 X 3.9+.2
CHG 1.8+.21X1.8+.21
*1 Blanca, vellosa humeda, H/A 3+1 S /DH CHO 2.4+.43X2.9+.48
con pliegues radiales.
*7 Blanca, vellosa humeda, H 60%, A 10+3.1 S CHO 2+.12X 3+.12
con elevacion central. 40% CHG2X?2
*18 Blanca, vellosa, himeda, H 13.8+1 S CHO 2 X 3.5+.47
con elevaciones centrales
y pliegues en los bordes.
—|19 Blanca, vellosa, opaca, H 14 +5.6 S /DH CHG 1.84+.2X1.84+.2
membranosa, umbilicada y
bordes irregulares.
—|27 Blanca, vellosa, opaca, A 17+1.6 S CHO/CPO 1.5+5X 4
umbilicada, con pliegues CHG2X2
radiales.
—|20 Blanca, vellosa, opacacon | H 13+54 SyDH CHO 1.8+.26X3+.47
algunos pliegues radiales. CHOA 2.2 + .5X 6
—|24 Blanca, vellosa, opaca con | H 60%, A 8+37 SyDH CHO 1.6 X3.2+1.1
elevacion central. 40%. CHG2X2
CPT2X3
—|9 Blanca, vellosa, opaca, A 19.6 +4.7 S CHO 1.8+.19X3.4+.61
crateriforme.
23 Blanca, vellosa, opaca, H 5+4 SyDH CHO/CPO 2 X 3+.34
crateriforme. CHOA 1.6X 6
CPT 2 X 3+.34
| m Blanca, vellosa, opaca muy | A 226+4.1 S CHO 2 X 2.8+.32
plegada.
—|2 Blanca vellosa, opaca, al A 9+3 S CHO 1.8+.16X2.4+.18
centro cerebriforme.
—|5 Blanca, vellosa, opaca, A 125+15 S CHO2.1+.16X3.75+.36
centro elevado y plegado.
ol Blanca, algodonosa A/H 30+3.4 SyDH CHO 1.6+.09X3.2+.32
convexa.
%15 Blanca algodonosa A 20x1 En grupos | CHC.72+.18X4.16+.36
convexa.
—|13 Blanca aterciopelada con A 12+1.4 S CHO 2.2+.14 X 3+.37
elevacion central CHG 2+.24 X 2+.24
]16 Blanca aterciopelada H 32+29 En grupos CHC 1.4+.2 X5+1.4

*grupo 1, fgrupo 2, grupo 3, |grupo 4.

Abreviaturas tabla 3

Desarrollo de

Arreglo de conidios: | Forma de conidios: CHO, CHG,CHOE,

conidiéforos en hifas S/ DH CPO,CPG,CPT y promedio de tamafio ancho X largo
fértiles (um) + desviaciéon estandar
A- Hifas fértiles S- simpodial CHO - conidio hialino ovoide.
aisladas. DH- directo de la hifa | CHG — conidio hialino globoso.
H- Hifas fértiles en CHOA — conidio hialino ovoide alargado.

haz.

CHC-conidios hialinos cilindricos
CPO - conidio pigmentado ovoide.
CPG - conidio pigmentado globoso.
CPT — conidio pigmentado triangular.




Tabla 4. Morfologia micelial macro y microscépica en aislados pigmentados de S.

schenckii.

No. Morfologia colonial Desarrollo de | Tamafio Arreglo Forma de conidios:

aislado macroscopica conidiéforos del de CHO, CHG,CHOE,

estudio en hifas conidi6for | conidios | CPO,CPG,CPTYy
fértiles: A/H. | o (um) : S/IDH promedio de
largo tamafio ancho X
largo (um) +
desviacion estandar
—|8 Beige con elevacion central H 126 +4.6 S CHO 2.X 2.8+.48
muy plegada y vellosa. CHG 2.05+.1 X
2.05+.1

*10 Pigmentacion mixta, vellosa | A/H 13+7 SyDH CPO
y pulverulenta, de aspecto 1.75+.19X2.56+.74
cerebriforme.

*12 Gris claro al centro y marrén | H 5+.7 S CHO 3+.19 X 2+.09
claro en los bordes,
aterciopelada, umbilicada,
con pliegues radiales.

*17 Pigmentacién mixta, vellosa, | H 12+ 4.8 SyDH CHO/CPO
hdimeda, numerosos 2+.1X3.2+.21
pliegues en el borde. CHG24X24

*22 Vellosa, de aspecto hiumedo, | Hifas S CHO 2 X 4+.21
marron en el centro y blanca | entrelazadas
en los bordes.

*26 Vellosa, himeda, con dos H 146+5.16 | S CHO 1.7+.48 X
regiones en la colonia con 3.7+.94
morfologia distinta al resto.

*3 Aterciopelada, pigmentacion | H/A 105+41 | S CHG1.8+.2 X1.8+ .2
mixta al centro se observa CHO
una morfologia cerebriforme 1.8+.14X2.16+.16
y pliegues radiales. CPT2X3

*6 Color blanco predomina, A 75+37 SyDH CHG1.6X1.6
solo el borde es marrén CPG16X1.6
claro, aterciopelada, CPT 2.4+.8 X 3.6+.4
elevacion central con
aspecto velloso y pliegues
radiales.

*25 Color blanco predomina, A 125+45 S CHO 2 X 3.74+.59
solo el borde presenta una CPO 2.X 3.74+.59
coloraciéon marrén claro. CHG2X2
glabra, craterifome, se
observan algunos pliegues
radiales.

—lgrupo 5, *grupo 6.

Desarrollo de Arreglo de conidios: Forma de conidios: CHO, CHG,CHOE,

conidiéforos en hifas S/ DH CPO,CPG,CPT y promedio de tamafio ancho X

fértiles largo (um) + desviacion estandar

A- Hifas fértiles S- simpodial CHO - conidio hialino ovoide.

haz.

aisladas.
H- Hifas fértiles en

DH- directo de la hifa

CHG - conidio hialino globoso.

CHOA — conidio hialino ovoide alargado.
CHC-conidios hialinos cilindricos

CPO - conidio pigmentado ovoide.

CPG - conidio pigmentado globoso.
CPT — conidio pigmentado triangular.




7.2 Transformacion de la fase micelial a la fase levaduriforme
7.2.1 Morfologia microscépica de la fase levaduriforme
En este procedimiento, 26 de los 28 aislados revirtieron a fase levaduriforme cuando se
les sometio a las condiciones previamente descritas para este fin. En los 26 aislamientos
hubo trasformacion a fase levaduriforme a las 120 horas y se observaron distintas
morfologias incluso para un mismo aislamiento. A continuacién se muestran algunas
fotografias de la morfologia microscopica, para mejor apreciacion se utilizé azul de

algodon en las preparaciones:

Figura 36. Morfologia microscopica de la fase levaduriforme. El nUmero de aislamiento se observa en la parte
inferior derecha de cada figura. Los aislados 2, 3, 10, 14, 18, 21, 22, y 23 presentaron morfologia ovoide uni,
bi y multigemante. Los aislados 1, 6, 8, 9, 14, 17, 26 fusiformes con prolongaciones digitiformes, aislados 4y 7
levaduras globosas. Aislado 5 levadura cilindrica.

La morfologia microscépica de la fase levaduriforme se caracterizd por levaduras ovoides
y fusiformes en la mayoria, seguida por las formas globosas y las cilindricas, las
gemaciones fueron unicas, dobles y multiples Se observaron distintas formas de levadura
dentro de un mismo aislamiento. El tamafio promedio de las formas ovoides y fusiformes
fue de 2.36 (+.8) X 4.5 (+ 1.3) um, el tamafio promedio de las formas globosas, fue de un
diametro de 4 (+ .7) um.



7.2.2 Morfologia macroscopica de la fase levaduriforme

Macroscépicamente se observo la tipica morfologia descrita; colonias color crema de
aspecto cremoso, de superficie lisa 0 rugosa. En este estudio se observaron con mayor
frecuencia las colonias con superficie rugosa, en la figura 37 se muestran algunas de las
morfologias observadas.

Morfologia macroscépica de la fase levaduriforme

Figura 37. El nimero de aislamiento se observa en la parte inferior derecha, los aislados 7 y 27 presentan una
superficie lisa, los demas aislamientos (3, 11, 20, 21, 24 y ATCC) exhiben una superficie rugosa, todos
presentan una coloracién crema.



7.3 Identificacién molecular

7.3.1 Extraccion de DNA
En las figuras 38 y 39, se muestra el DNA obtenido de 19 de los 26 aislados incluidos en

este estudio, en las que se constata que el material nucléico es de alto peso molecular y

de calidad adecuada para el estudio por PCR.

M 1 3 4 6 7 8 10 12 13 MB 2 5101115161829 35 36

23kb
23kb

Figura 38

Figura 39

Figuras 38 y 39. Gel de agarosa al 0.8%, tefiido con bromuro de etidio. (M) marcador de peso molecular A
DNA/Hind Il Fragments. El nimero de cada pozo corresponde al nimero de aislado; se depositaron 3 pl de

cada producto de extraccion.



7.3.2 Amplificacion del dominio D1/D2 del gen 28S rDNA

La figura 40 muestra los productos de amplificacion obtenidos de algunos aislados
previamente considerados S. schenckii bajo las condiciones de PCR descritas en material
y métodos, en donde se observa el fragmento de 600pb esperado.

MB 13 46 7 89101213

600pb

Figura 40
Figura 40. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. (M) marcador de peso molecular de 100 pb.
Los nimeros de cada pozo corresponden al nimero de aislado.
7.3.3 Purificacion de los productos amplificados
Las figuras 41 y 42, muestran el producto de purificacion obtenido de los fragmentos
amplificados incluidos los mostrados en la figura 40. Se observa el fragmento de 600 pb

de calidad y cantidad suficiente para su secuenciacion.

M1 34 6 7 8 910 12 13 M 2 5 11 1416 22 23

Figura. 41 Figura. 42

Figuras 41y 42. Gel de agarosa al 1.5%, teflido con bromuro de etidio. (M) Marcador de peso molecular de
100 pb. Los numeros de cada pozo corresponden al nimero de aislado.



7.3.4 Alineamientos

De los 28 aislados (incluyendo la cepa de referencia ATCC vy el aislado proveniente de
Francia), después de ser editadas, analizadas y comparadas con la base de datos del
NCBI, utilizando el programa Blastn, 26 mostraron un porcentaje de identidad del 100%
compatibles con el gen rDNA 28S de S. schenckii.

A continuacion se muestra un alineamiento realizado en el Blastn, en el que se observé
un 100% de similitud entre el aislado 1 de este estudio (Query) contra el aislado con clave
10268 ATCC de origen clinico del gen Bank (Sbjct).

Query 1 AATTTGAAATCTGGCCCCCCGGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGATGCTTCTGGCGCGGC

Sbjct 35 AATTTGAAATCTGGCCCCCCGGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGATGCTTCTGGCGCGGC
94

Query 61 GCCGTCCGAGTTCCTTGGAACAGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGACGGACG
120

Sbjct 95 GCCGTCCGAGTTCCTTGGAACAGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGACGGACG
154

Query 121 CCTAGCCTCTACGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGG
180

Sbjct 155 CCTAGCCTCTACGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGG
214

Query 181 GAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTG
240

Sbjct 215 GAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTG
274

Query 241 ATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
300

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 275 ATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGG
334

Query 301 GAAGCGCCTGTGACCAGACTTGCGCCCCGCGGACCACCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTC
360

Sbjct 335 GAAGCGCCTGTGACCAGACTTGCGCCCCGCGGACCACCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTC
394

Query 361 TGCGGTGCGCAGGCCAGCATCGGTTCTCCCAGGGGGACAAAGGCCGCGGGAACGTAGCTC
420

Sbjct 395 TGCGGTGCGCAGGCCAGCATCGGTTCTCCCAGGGGGACAAAGGCCGCGGGAACGTAGCTC
454



Query 421 CTTCGGGAGTGTTATAGCCCGCGGCGGCATGCCCCTGGGGGGACCGAGGACCGCGCTTCG
480

Sbjct 455 CTTCGGGAGTGTTATAGCCCGCGGCGGCATGCCCCTGGGGGGACCGAGGACCGCGCTTCG
514

Query 481 GCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCAC 505

FEEEEEErr ettt
Sbjct 515 GCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCAC 539

Los aislados 17 y 19 correspondieron al gen rDNA 28S de Acremonium sp en un 100%.
Estos resultados de secuenciacién son compatibles con los datos morfologicos descritos
previamente: La morfologia microscopica mostré conidi6foros largos similares a fialides
poco diferenciadas, conidios cilindricos dispuestos en grupos y la ausencia de
transformaciéon a fase levaduriforme; sin embargo la morfologia macroscépica fue muy

similar a los aislados de S. schenckii.

En seguida se observa el alineamiento del aislado 15 de este estudio (Query) contra el

aislado con clave del geneBank de K5225-6-1 (Sbhjct) que corresponde a Acremonium sp.

Query 1 CAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAG
60

Sbjct 73 CAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAG
132

Query 61 GTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGA
120

Sbjct 133 GTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGA
192

Query 121 CCACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAA
180

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
Sbjct 193 CCACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAA
252

Query 181 TGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGA
240

Sbjct 253 TGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGA
312



sQuery 241 GTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
300

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt
Sbjct 313 GTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAA
372

Query 301 AGGGAAGCATTCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCA
360

Sbjct 373 AGGGAAGCATTCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCA
432

Query 361 CTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGC
420

Sbjct 433 CTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGC
492

Query 421 TCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCTGGGGCGGACTGAGGAACGCGC
480

Sbjct 493 TCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCTGGGGCGGACTGAGGAACGCGC
552

Query 481 TTCGGCACGGATGCTGGCGT 500

FEEEEErrrrrrrrrrrrnd
Sbjct 553 TTCGGCACGGATGCTGGCGT 572

Finalmente para de evidenciar las diferencias entre las secuencias de los aislados
pertenecientes a la especie S. schenckii y los aislados pertenecientes al género
Acremonium sp. se muestra el alineamiento del aislado 1 perteneciente a la especie S.
schenckii contra el aislado 15 Acremonium sp., se observé un 87% de similitudes entre
estas dos secuencias, las pares de bases subrayadas con amarillo son aquellas que

mostraron disimilitud.

Query 3 AATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGT
62

Frrrrrrrerrrreer o rr rerrrrrrrrrrrer rerrrrrrrer reeer
Sbjct 1 AATTTGAAATCTGGCCCCCCGGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGATGCTTCTGGCGCGGC
60

Query 63 GCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTA-GGAC
121

PO rrrrrrrrerreerrr rrerrrer rerrrrrrrrrrrerrr e ro
Sbjct 61 GCCGTCCGAGTTCCTTGGAACAGGACGCCACAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGG-ACGGAC
119

Query 122 CACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAAT
181

RN CEEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrerer
Sbjct 120 G-CCTAGCCTCTACGAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAAT
178



Query
241

Sbijct
238

Query
301

Sbijct
298

Query
360

Sbjct
357

Query
417

Sbjct
415

Query
475

Sbict
471

Query

Sbict

182

179

242

239

302

299

361

358

418

416

476

472

GGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG
Frererr b rrrrrrrrrr e et e e e e ey

GGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG
TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e ettt e et e e e et

TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTARAAAGTACGTGAAATTGTTGAAA
GGGAAGCAT-TCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCA
FEETTT et RN
GGGAAGCGCCTG-TGACCAGACTTGCGCCCCGCGGACCACCCGGCGTTCTCGCCGGTGCA
CTCTGCCAGT-C=CAGGCCAGCATCAGTT-TGCCCCGGGGGATARAAGGCGGCGGGAATGT
R R e R R R R R R,

CTCTGCG-GTGCGCAGGCCAGCATCGGTTCT~CCCAGGGGGACAAAGGCCGCGGGAACGT
GGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGT-GTAATGCCC-TGGGGCGGACTGAGGAA

R R e e R AR RN

AGCTCC-TTCGGG-AGTGTTATAGCCCG-CGGCGGCATGCCCCTGGGG-GGACCGAGGALC

CGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGT 500

FEETEErrrrr et
CGCGCTTCGGCAAGGATGCTGGCGT 496



8. DISCUSION

En la identificacion de un microorganismo patégeno como Sporothrix schenckii, diversos
autores han demostrado que es complementario el estudio de la morfologia y su
genotipificacion @ 3% 3" %9 de igual manera en este estudio correlacionamos los datos

morfoldgicos con los genéticos de aislados clinicos de esporotricosis mexicana.

En cuanto a las caracteristicas morfoldégicas macroscépicas de la fase micelial, la mayoria
de los aislados fueron no pigmentados. El resto presentaron pigmentaciones que van
desde el marrén claro hasta el marron obscuro y con excepcion del aislamiento nimero 8
ninguno presentdé homogeneidad en la pigmentacion. Esto coincide con lo reportado por
Vélez y colaboradores en 1996 ©% quienes observaron diversos patrones de
pigmentacion colonial en aislamientos clinicos de Colombia cultivados en agar malta y por
otro lado el trabajo de Ramirez et al 2005 ©9, donde también reportan distintos patrones
de pigmentacion de aislamientos ambientales de S. schenckii cultivados en SS. Mesa et al
en 2002 ©9 por el contrario encontraron una morfologia colonial homogénea en agar
papa dextrosa (APD) en aislamientos de Colombia, Guatemala y México, caracterizada
inicialmente por una coloracion beige y trascurridos 15 dias, pigmentados. El estudio de
Marimon et al 2007 “® también coincide con aislados que tornaron de blanco a marrén en

el transcurso de 15 dias.

El polimorfismo macroscépico de S. schenckii estd asociado a variabilidad genética,
aungue también se ha observado que los aislados cambian sus caracteristicas
morfoldgicas después de varias resiembras o al emplear medios de cultivo como es el

APD vy el agar extracto de malta 9

. Considerando que los aislados incluidos en este
estudio provienen de dos colecciones externas a nuestro laboratorio es posible que hayan
sido sometidas a repetidas resiembras, y en consecuencia perdido su pigmento lo que
explicaria el mayor nimero de colonias blancas, sin embargo es probable que al utilizar
medios para inducir la produccién de melanina se observaria un mayor porcentaje de
colonias pigmentadas. Por otro lado Kwon-Chung KJ et al 1992 ¥ consideran a las cepas
pigmentadas como las mas virulentas y la esporotricosis diseminada cutanea, sistémica,
mucocutanea y extracutanea son asociadas a aislados pigmentados. En este estudio esta
proposicion no fue corroborada, pues se estudiaron 2 aislados causantes de

esporotricosis hematdégena y no presentaron pigmentacién, sin embargo hay que



considerar seriamente los anteriormente expuesto pues no se tiene una referencia sobre

el numero de resiembras ni de los medios utilizados previos a este estudio.

El medio de cultivo utilizado en este estudio para la caracterizacion micelial fue el agar
dextrosa Sabouraud pues es el medio empleado con mayor frecuencia en el proceso de
diagnostico, esta eleccién se tomo con la finalidad de que las descripciones fueran
comparables con lo que comunmente se observa en los laboratorios de diagndstico
clinico. Sin embargo, es recomendable para posteriores estudios emplear a la par el
medio de cultivo APD, pues actualmente es el medio que se emplea con mayor frecuencia

en estudios de correlacién morfolégica y genética @239,

Uno de los procesos por el cual los hongos anamorfos pueden adquirir variabilidad
genética es la heterocariosis, que se refiere a la presencia de diferentes nicleos en un
mismo citoplasma. Este fenbmeno afecta el fenotipo del hongo, pues el genoma se
expresa dependiendo de la proporcion en la que se presenten los diferentes nucleos, este
fenbmeno puede corresponder con un aspecto heterogéneo en la morfologia. Los
aislados 10 y 26 presentaron zonas con caracteristicas fenotipicas distintas a las del resto
de la colonia “zonaciones”. Y aunque el fendbmeno de heterocariosis no esta descrito en

Sporothrix schenckii no lo descartamos como posible causa de estas zonas heterogéneas
(33)

En el presente trabajo, microscopicamente se observo un predominio de conidios ovoides
de origen simpodial; esto coincide con lo reportado en la literatura ** 2% 3%, Sin embargo el
54% de los aislados ademas presentaron otras formas; conidios globosos, alargados y
triangulares, algunos pigmentados. Marimon et al en el 2007 ©® observaron que las
formas de los conidios sésiles permitian diferenciar las especies de Sporothrix: S.
globosa, presenta conidios sésiles, globosos, pigmentados, de pared gruesa, de 2.5-4 pm
por 2-3.5 um; S. mexicana, conidios pigmentados subglobosos, ovoides o elipsoidales de
3-4 um de largo por 2-3.5 um de ancho; y S. brasiliensis, conidios sésiles pigmentados
globosos o subglobosos, de 2.5-5 um de largo por 2-3 pm de ancho. En este estudio se
observaron principalmente tres formas sésiles pigmentadas; las ovoides, globosas y
triangulares. El aislado, 6 present6 conidios pigmentados globosos con 1.6 x 1.6 um, por

su tamafio no corresponde a ninguna de las especies propuestas por Marimon, y los



aislados 12, 17 y 23 presentaron conidios sésiles pigmentados ovoides, y por su tamafio

entran en la descripcidén hecha para la especie S. mexicana.

En promedio el tamafio de los conidios en este estudio es superior al reportado por Meza
y colaboradores para aislados mexicanos, lo que nos indica una gran variabilidad
morfoldgica en los aislados de S. schenckii de México.

El color pigmentado de las colonias no siempre se correlaciond con la presencia de
conidios pigmentados observados en los micro-cultivos. Posiblemente esto se deba a la
diferencia en el tiempo de incubacion entre estos ya que para la morfologia macroscépica
se contaron 15 dias de incubacién y para el microcultivo 3. Es probable que la baja
frecuencia de observacion de conidios pigmentados en el presente estudio esté
relacionada con el periodo de incubacién del microcultivo (3 dias), ya que otros estudios

reportan la presencia de pigmento conidial en cultivos de mayor edad ©°.

De acuerdo a Dixon et al en 1991 “?, el origen geogréfico influye en la morfologia de S.
schenckii, pues observd homogeneidad entre aislados provenientes de las mismas
regiones y heterogeneidad entre regiones. Por otro lado O’Reilly et al en el 2006 ©”
observé también que los aislados australianos son heterogéneas entre regiones y
homogéneos dentro de una region. En nuestro estudio incluimos aislados de diferentes
estados de la Republica mexicana y observamos una gran heterogeneidad en la

morfologia, y este fendmeno se repitié entre aislados provenientes del mismo estado.

Como refieren Fell et al 1992 ®@, Kurtzman et al 1996 “, Wesselink et al 2002 ©? entre
otros autores, el analisis de la secuencia del dominio D1/D2 del gen 28S rDNA, es util
para discernir entre especies estrechamente relacionadas. Encontramos que el 92% (26
de los 28 aislados incluyendo a la cepa de referencia) corresponden genéticamente a la
especie S. schenckii, a pesar de su diversidad morfologica tanto macroscépica como
microscopica micelial, el estudio de esta regién no fue suficientemente sensible para
detectar variabilidad genética interespecifica que se correlacione con la diversidad
morfolégica. Por lo que es importante disefiar iniciadores para regiones con alta

variabilidad interespecifica o probar diferentes técnicas moleculares.



Con este estudio no pudimos demostrar la existencia de un agente causal diferente a S.
schenckii para la esporotricosis, a pesar de que el 8% de los aislados correspondieron a
género Acremonium sp. pues no contamos con la informacion sobre el verdadero origen
de estos y dificilmente podemos concluir sobre su papel patdégeno en los pacientes con

lesiones esporotricoides, no descartamos la posibilidad de una contaminacion.



9. CONCLUSIONES

Observamos un alto grado de polimorfismo morfolégico en los aislados clinicos de
pacientes mexicanos con esporotricosis, sin embargo con el andlisis de la secuencia del
dominio D1/D2 del gen 28-S rDNA, todos los aislamientos correspondieron a las especie
S. schenckii. Por lo anterior es importante buscar un fragmento genético o una técnica
molecular con la que se puedan detectar las variaciones genéticas interespecificas, para

hacer una correlacién entre la morfologia y la genética.

10. PERSPECTIVAS

Aunque hay autores que mencionan que el fenotipo es suficiente para el reconocimiento
de una especie de microorganismo, también se sabe que los caracteres morfolégicos de
los microorganismos son dificiles de evaluar y la tasa de cambio de caracteres
morfolégicos puede ser menor a la tasa de variacién genética “®. Existen trabajos que
demuestran que la caracterizacion genética es mas sensible en la identificacion de
especies sin embargo la mayoria de los estudios de variabilidad genética se pueden

corresponder con las caracteristicas morfoldgicas.

Por lo anterior y considerando la reciente descripcion de nuevas especies de Sporothrix
basada en la amplificacién de los genes ITS, B-tubulina y particularmente la calmodulina,
es altamente probable que algunos de nuestros aislados pertenezcan a alguna de las

especies descritas. Por lo que es importante realizar este estudio a nuestros aislamientos.

Ademas para tener un conocimiento integro que pueda ser aplicado con fines de
diagndstico mas eficiente, asi como tratamiento y que amplie el conocimiento de la
epidemiologia de la esporotricosis es necesario plantear un protocolo que incluya datos
sobre la adquision de la micosis, su evolucion, tratamiento y complementar con los

estudios morfolégicos y genéticos del hongo.

Para esto sera importante la formacién de un grupo de trabajo en el que los médicos se
comprometan a colectar una serie de datos sobre el paciente, el tipo de esporotricosis, su
tratamiento y evolucion y que ademas alienten al paciente a informar el tiempo de

curacion y de no haber mejoria a regresar a consulta médica. Por otro lado el investigador



que realice el trabajo morfoldégico y genético de los aislados debera realizar una

correlacion que brinde datos de mayor utilidad.
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12. APENDICES
Apéndice A

Medios de cultivo empleados
Agar Dextrosa Sabouraud sin antibiéticos BD Bioxon®

Agar 15,0g
Dextrosa 40,09
Peptona de Carne 5,09
Peptona de Caseina 5,09
pH final 5.6 +- 0.2

Suspender 65 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar con agitacién suave
hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Evitar el sobrecalentamiento.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presién) durante 15 minutos. Dejar enfriar a
una temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri estériles.

Caldo Dextrosa Sabouraud BD Bioxon®

Formula aproximada para 1000ml de agua purificada

Peptona de Carne 5,09
Peptona de Caseina 5,09
Dextrosa 20,0g
pH final 5.7+-.2

Ajustar y/o suplementar como se requiera para cumplir los criterios de funcionalidad



Agar para infusion cerebro corazé6n BD Bioxon®

Peptona de carne 5,09
Peptona de caseina 16,09
Cloruro de sodio 5,09
Dextrosa 2,09
Fosfato disédico 2,59
Agar 13,5

pH final 7.4 +- .2

Suspender 52g del polvo en un litro de agua purificada. Mezclar perfectamente. Calentar

agitando con frecuencia y hervir durante un minuto. Esterilizar a 121° C por 15 minutos.

Infusién de cerebro corazén BD Bioxon®

Formula para 1000ml de agua destilada:

Infusion de cerebro de ternera 200,09

Infusion de corazon de res 250,09
Peptona de gelatina 10,09
Cloruro de sodio 5,09
Fosfato disédico 2.5g
dextrosa 2,09

Ph final 7.4 +- 0.2

Disolver 37 g de material deshidratado en un litro de agua destilada. Distribuir y esterilizar

en autoclave a 121°C durante 15 o 20 minutos.



Apéndice B

Buffer de lisis. En un tubo estéril mezclar:
2ml de Tris HCl 50mM (pH 7.2)

2ml de EDTA (50Mm)

6ml de SDS 3%

200 pl de B-mercaptoetanol 1%

2.8 ml de agua destilada estéril

Buffer de carga

Azul de bromofenol 0.25%
Azul de xilencianol 0.25%
Glicerol en agua 30%

Conservar a 4°C
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