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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron 54 aislados de Sporothrix schenckii, obtenidos de
pacientes con esporotricosis fijla y linfangitica, procedentes de México (MX),
Guatemala (GT) y Colombia {CO), asi como 11 aislados de la naturaleza de México,
con base en caracteristicas fenotipicas (tamafio de conidios, termotolerancia a 35 y
37°C, y virulencia por determinacion de DL50 en un modelo murino experimental ). A
44 cepas se les realizd anélisis genotipico mediante el método de amplificacién al azar
del DNA polimérfico, utilizande iniciadores arbitrarios y la reaccién en cadena de la
polimerasa (RAPD-PCR). Se midio el ancho y el largo de diez conidios mediante un
micrometro ocular calibrado. Se determind la termotolerancia de todos los aislados a
35 y 37°C, midiendo el didmetro (mm) de la colonia a los 15 dias de incubacién, y se
calculé el porcentaje de inhibicion del crecimiento (%IC), tomando como referencia el
crecimiento a 28°C.. El RAPD-PCR se llevé a cabo con tres iniciadores: OPBGO01,
OPBG14 y OPBG19. Los resultados del analisis fenotipico mostraron diferencia
significativa (p<0.05) entre el largo de los conidios de los aislados clinicos MX (2.04 £
0.53 ymj}, GT (2.54 £ 0.78 ym) y CO (4.0 £ 0.95 pmn); asi como diferencia significativa
{p<0.05) en el porcentaje de inhibicidn del crecimiento a 35 y 37°C, entre los aislados
clinicos MX (60.6 £ 9.0 %IC), GT (69.4 £ 6.20 %IC) y CO (70.1 £ 10.8 %IC). Los
aislados de la naturaleza MX mostraron la mayor termotelerancia {(59.2 £ 11 %IC) a
37°C, y los CO la menor, Se determind virulencia alta, media y baja en aislados de
cada pais, correspondiendo la mayor a los aislados de la naturaleza MX(N). Se
observé variabilidad entre las cepas de S. schenckii y, por tanto, diferentes patrones
polimérficos. Con estos, se construyd un dendrograma por el método UPGMA (método
de agrupacibn de pares relacionados basado en promedios aritméticos no
ponderados) que mostrd la formacion de cuatro grupos de acuerdo a su origen
geografico. No se encoentrd relacién entre los patrones polimérficos y las formas
clinicas de la enfermedad. La integracién de los resultados sugieren que las cepas de
S. schenckii comparten caracteristicas tanto feno como genotipicas de acuerdo a la
region geografica.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Sporothrix schenckii Hektoen y Perkins 1900 es el agente etiolégico de la
esporotricosis, micosis subcutanea crénica o subaguda de amplia distribucién mundial
que afecta al hombre y algunos animales. Fue descrita por primera vez en 1898 por
Benjamin Schenck y a partir de ese momento, se han hecho aportes relevantes
relacionados con los aspectos epidemioldgicos, clinicos y terapéuticos de la

enfermedad.

S. schenckii es un hongo dimdrfico que se encuentra en la naturaleza (musgos,
plantas, corteza de arboles, algunos animales y material vegetal en descomposicion)
en forma saprobia, como micelio y conidios. Esta forma también se puede obtener
facilmente en el laboratorio en medios de cultivo a 28°C y 35°C. Al infectar al
hospedero el hongo se transforma en levadura que corresponde a la forma parasitaria.
La forma de levadura se obtiene en el laboratorio en medios de cultivo ricos en
nutrientes a 35°C, y a 28°C en medios con bicarbonato de amonio como unica fuente
de nitrégeno y hexosas como Unica fuente de carbono, a un pH de 7.2 {Rodriguez del
Valle et al., 1983). La morfologla colonial del estado micelial puede variar
ampliamente, desde colonias de color blanco o beige al inicio que llegan a ser grises,
marrén o negras, de textura serosa, y algunas con hifas aéreas cortas. Dentro de las
caracteristicas microscopicas se observan conidiéforos elongados que terminan con
un ensanchamiento el cual en forma simpodial da origen a conidios ovalados, hialinos,
de 1.4 a 2.5 pm de ancho por 2 a 4 um de largo. En algunos medios de cultivo se
pueden observar tanto conidios hialinos como pigmentados de pared gruesa (Mariat et
al., 1978) unidos directamente a la hifa formando acumulos a lo largo del micelio
(Kwon-Chung, 1992).

Los conidios del hongo entran a un hospedero susceptible generalmente por un
trauma con material contaminado con conidios del hongo. La enfermedad se
caracteriza por ser una infeccion ulcerativa crénica del tejido cutaneo y subcutaneo
que se manifiesta como nédulos o gomas en lesiones fijas o miltiples a lo fargo de la
via linfatica, localizadas principalmente en las extremidades. En ocasiones la micosis
puede ser extracutanea o sistémica, pulmonar primaria o mucocutanea (Lavalie, 1979;
Werner y Werner, 1994; Sugita et al., 1998; Schell, 1998). También se han informado
cascs asociados al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Shaw et al.,

1989), aunque es poco frecuente.



Las diferencias en la forma clinica se atribuyen a aspectos tales como el estado
inmunolégico del paciente, al tamario y profundidad del in()cdlo, y a la virulencia de la
cepa (Plouffe et al., 1979; Albornoz et al., 1986; Restrepo-Gutiérrez ef al., 1993;
Rodriguez, 1993). Se ha demostradc que pacientes que presentan la forma
diseminada de la enfermedad tienen defectos en la respuesta inmune mediada por
células a diferencia de los que presentan la forma linfangitica (Plouffe ef al., 1979).
Este hongo es sensible a temperaturas superiores a 35°C por lo que cepas con
capacidad de crecer a 37°C pueden causar la forma fija, linfangitica y diseminada, a
diferencia de las que crecen solamente a 35°C que causan Unicamente la forma fija
(Kwon-Chung, 1979). Esto sugiere que la termotolerancia de S. schenckif pudiera estar
implicada en las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Restrepo-Gutiérrez ef al. (1993) evaluaron la importancia de la profundidad del
indculo en la forma clinica de la esporotricosis en un modelo murino Balb/c, utilizando
dos vias de inoculacién, la intradérmica y la subcutanea. Estos autores observaron
que en las dos vias habia una tendencia a desarrollar la forma linfangitica de la
enfermedad, sin embargo, hubo diferencias clinicas e histopatolégicas, asi como en el
tiempo de resolucién de la enfermedad, con respecto a las diferentes vias de
inoculacién, sugiriendo que la profundidad del indculo podria influir en la patogénesis
de la enfermedad.

En ia naturaleza se encuentra el hongo ascomiceto Ophiostoma (Ceratocystis)
stenoceras compartiendo el nicho ecolégico de S. schenckii, ademas de presentar
similitud en cuanto a las caracteristicas morfolégicas. Debido a que S. schenckii podria
representar el estado anamoérfico de algunas especies de Ophiostoma se han
generado una serie de polémicas que han conducido a estudios bioquimicos y
moleculares para comparar cepas de S. schenckii y de diversas especies de
Ophiostoma (Mariat, 1971; Toriello ef al., 1973; Toriello y Mariat et al, 1974;
Mendonca-Hagler et al., 1974; Mendonca- Previato ef al,, 1980; Suzuki et al., 1988,
Berbee y Taylor, 1992; de Beer et al., 2000).

Los resultados obtenidos a la fecha en cuanto a Ia relacién entre estos dos hongos
siguen causando controversia ya que no se ha podido observar {a fase sexual de S.
schenckii. Sin embargo evidencias bioquimicas, moleculares y ultraestructurales
sugieren que este hongo se ubica dentro del Phylum Ascomycota (Berbee y Taylor,
1992; Chua et al., 1994;).



1.1.1 Epidemiologia de la esporotricosis

La esporotricosis es una enfermedad cosmopolita y es probablemente la micosis
subcutanea mas frecuente en el mundo. La mayoria de los casos se presentan en
regiones tropicales como paises de Centro y Sudamérica (Velazquez et al, 1976;
Lavalle, 1979; Conti-Diaz, 1981; Cuadros et al., 1990; Bonifaz, 1990; Uribe et al., 1993;
Rodriguez, 1993). Estudios que se han lievado a cabo sobre la epidemiologia de la
esporotricosis en México, Guatemala y Colombia muestran la frecuencia de aiguna de
las dos formas clinicas {fija y linfangitica) en cada sitio geografico. En el caso de
México, Lavalle (1979) estudié 220 pacientes, de los cuales, el 58.6% correspondieron
a la forma linfangitica y el 28.2% a ia fija. Resultados similares informaron Carrada et
al. (1995) con una frecuencia del 70% para la forma linfangitica. Otro estudio realizado
por Mayorga-Rodriguez et al. (1897) de 822 casos de esporotricosis en el estado de
Jalisco, el 68.98% correspondié a la forma linfangitica y el 22.38 % a la fija.

En Guatemala, la esporotricosis es una micosis frecuente (Logemann, 1995) y se
ha informado de epidemias, como la descrita en la laguna de Ayarza (Mayorga et al,
1978), donde de 53 individuos infectados, el 45.3% refirieron la aparicidn de lesiones
posterior a la manipulacién de pescado en la laguna. En este caso, la forma clinica
mas frecuente fue la linfangitica (86.8%). Por otro lado, en Colombia la esporotricosis
es también la micosis subcutanea mas frecuente (Velasquez et al., 1976). A diferencia
de lo encontrado en México y Guatemala, estos Ultimos autores al analizar 150 casos
de esta enfermedad, encontraron un 39.3% de la forma linfangitica y 45.3 % de la fija.
Vélez ef al. (1984) en 78 pacientes con diagndstico de esporotricosis observaron que
el 53.8% presentaron la forma fija y el 42 % la forma iinféngiticz. Otro estudio (Mesa-
Arango, comunicacién personal) en Antioquia, Colombia, mostré un mayor porcentaje
de la forma fija (75.9%) sobre la linfangitica (24.1%) en 116 casos de esta micosis.
Estos trabajos registran un predominio de la forma fija de la esporotricosis en
Colombia.

1.1.2 Epidemiologia molecular

Los primeros estudios que se realizaron para tipificar cepas de S. schenckii se
basaron en sus caracteristicas fenotipicas (Howard y Orr, 1963; Rippon, 1880, Dixon
et al., 1991; Vélez ef al., 1996, Pérez et al., 1997). Sin embargo, estas caracteristicas
pueden ser influidas por muchas variables, por lo que se ha recurrido a metodos
genotipicos aplicando técnicas de biologia molecular, lo que ha pemitido que se
obtengan estudios de mayor sensibilidad que complementan los métodos fenotipicos.



Estas técnicas han llegado a ser una importante herramienta en la micologia para el
estudio de sistematica, evolucion molecular y genética de poblaciones entre otras
aplicaciones (Mdler et al., 1999).

A pesar de que S. schenckii no ha sido un hongo tan estudiado desde el punto de
vista molecular como otros modelos fingicos, se tienen algunos resultados. Suzuki et
al. (1988) tipificaron varias cepas de S. schenckii y hongos asociados mediante el
analisis del polimorfismo de {a longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP) del
DNA mitocondrial (mtDNA). Takeda of al. (1991) llevaron a cabo un estudio sobre la
epidemiologia molecular y filogenia de S. schenckii utilizando también RFLP, el cual
les permitio clasificar 257 aislados clinicos procedentes de cuatro lugares diferentes en
Japén en 10 tipos. De estos tipos, algunos se restringieron a uno de los cuatro sitios
estudiados y otros se encontraren en todos los lugares de procedencia de los aislados.

Posteriormente, Cooper &t al. (1992) tomando como base el estudio realizado por
Dixon ef al. (1991) y considerando aspectos fenotipicos de aislados clinicos y de la
naturaleza de S. schenckii de una epidemia de esporotricosis en Estados Unidos en
1988, utilizaron también el método de RFLP del mtDNA y DNA total. Cooper &f al,.
(1992) eligieron aislados representativos de cada uno de los grupos fenotipicos (A - H)
establecidos por Dixon et al. (1891) y formaron ocho grupos de acuerdo a los patrones
polimérficos revelados. Un aspecto importante de este estudio fue la determinacian de
fa similitud entre las cepas aisladas de pacientes con un grupo de la naturaleza (grupo
A) y diferencias con los demas aislados de la naturaleza (B-H). Este trabajo sugiere
que los individuos ubicados dentro del grupo A posiblemente fueron los agentes
etiolégicos (S. schenckii) responsables de la epidemia. Ademas, estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Dixon et al. (1991} quienes encontraron que los
microorganismos obtenidos de casos clinicos eran idénticos fenotipicémente a los del
grupo | de la naturaleza. Por otro lado, el estudio realizado por Cooper ef al. (1992)
mediante el uso de RFLP mostré mayor discriminacion entre cepas, que el realizado
por Dixon et al. (1991) quienes basaron sus estudios en caracteristicas fenotipicas. En
ofro estudio epidemioldgico a través de RFLP, Hajjeh et al. (1997) analizaron aislados
clinicos y de la naturaleza de un brote de esporotricosis en trabajadores de tres
viveros en Florida, y a diferencia de lo encontrado por Dixon et al. (1991} y Cooper et
al. (1992}, los aislados clinicos presentaron patrones muy similares entre ellos y
diferentes con los aislados ambientales. Estas observaciones hechas entre la
caracterizacion fenotipica y genotipica de aislados clinicos y ambientales donde las



cepas aisladas de casos clinicos son diferentes de las aisladas en la naturaleza,
sugiere que se trata de diferentes subtipos o variedades del hongo.

Por otro lado, Ishizaki et al. (1996, 1998, 2000) han realizado varios trabajos
utiizando RFLP para evaluar la variabilidad entre cepas de diferentes origenes
geograficos (América, Asia y Oceania), encontrando 24 tipos clasificades en dos
grupos, A y B. Dentro del grupo A, se ubican la mayoria de los aislados de América y
dentro del B los de Asia y Oceania. Complementando este estudio, Kawasaki ef al.
(2000) estudiaron aislados de Brasil, México y Espafia, con el mismo método
molecular, y encontraron que todos los aislados de Espaifia se ubicaron dentro del
grupo B (previamente establecido) a diferencia de los de Norte y Sudameérica que se
ubicaron principalmente en el A, coincidiendo estos resultados con los hallazgos de
Ishizaki et al. (1996, 1998, 2000}.

Desde el inicio de la década de los 90, e uso del polimorfismo del DNA amplificado
al azar por la reaccién en cadena de la polimerasa { RAPD-PCR) ha sido ampliamente
utilizado para estudios epidemiolégicos en varios modelos fangicos (Bostock et al.,
1993; Boekhout y Belkum, 1897; Lin ef al., 1995; Melo et al., 1998; Reyes-Montes et
al., 1999; Molinari et al., 1999). La técnica se basa en la amplificacién de segmentos al
azar del DNA blanco utilizando la técnica de la PCR, y uno o varios iniciadores cortos
(9-10 bases) cuya construccion no requiere del conocimiento de la secuencia
especifica del DNA a estudiar, a diferencia de la PCR original (Williams et al., 1990;
Lehman ef al., 1992: Ellsworth et al., 1993; Bostock et al., 1993). El método requiere
cantidades minimas de DNA, se considera una técnica sensible, reproducible, rapida,
econémica y con un alto nivel de discriminacién, lo que la convierte en una buena
opcién para el analisis de variabilidad entre microorganismos. Ademas tiene las
ventajas de no requerir librerias genéticas o transferencia tipo Soutﬁem (Ellsworth et
al.,, 1993).

A pesar de ser una técnica utilizada en los ultimos afios, ha sido poco usada con S.
schenckii en los ultimos afios. Reis et al (2000) llevaron a cabo un estudio para
identificar 1a relacién genética por RAPD-PCR entre cepas de S. schenckii aisladas de
pacientes y gatos involucrados en agresiones a estas personas, lo cual dio origen a un
brote de esporotricosis. Sus resultados mostraron gran similitud genética entre los 15
casos estudiados, el DNA de la cepa aislada de un paciente presentd un perfil idéntico
al DNA aislado de un gato. Los patrones polimérficos obtenidos de los aislados de
otros tres pacientes fueron muy similares a los patrones obtenidos de los aislados de
los gatos estudiados, lo que sugiere una fuente comin de infeccion y se plantea como



un mecanismo de transmision.Lee et a/. (2000) analizaron diez aislados clinicos de S.
schenckii ademas de otros hongos por RAPD-PCR. Los resultados mostraron que de

los diez aislados clinicos, ocho presentaron un patrén polimérfico idéntico.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado varios estudios con el proposito de conocer la variabiidad
genética de cepas de S. schenckii de diferentes origenes geograficos con fines
epidemiolégicos. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el comportamiento de
cepas de este hongo procedentes de paises como México, Guatemala y Colombia,
lugares donde la esporotricosis es una micosis subcutanea frecuente. Por otra parte, la
forma clinica de la esporotricosis que predomina en México y Guatemala es la
{infangitica, hecho que coincide con los hallazgos a nivel mundial. En contraste, la
forma cuténea fija predomina en Colombia. Ei factor que determina la distribucion de
estas formas clinicas aun no ha sido establecido. En consecuencia, es de interés
determinar tanto ia variabilidad entre aislados de S. schenckii provenientes de estos
tres paises, como la relacion entre la forma clinica y algin patrén polimérfico que
pudiera servir de marcador molecular para definir la predileccion del hongo por alguna

forma clinica.

3. HIPOTESIS

Los aislados de S. schenckii presentan diversidad genotipica y fenotipica,
dependiendo de su origen geografico y de la forma clinica (fija y linfangitica) de la

esporotricosis.
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estas formas clinicas aun no ha sido establecido. En consecuencia, es de interés
determinar tanto ia variabilidad entre aislados de S. schenckii provenientes de estos
tres paises, como la relacion entre la forma clinica y algin patrén polimérfico que
pudiera servir de marcador molecular para definir la predileccion del hongo por alguna

forma clinica.

3. HIPOTESIS

Los aislados de S. schenckii presentan diversidad genotipica y fenotipica,
dependiendo de su origen geografico y de la forma clinica (fija y linfangitica) de la

esporotricosis.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar y comparar diversos aislados de S. schenckii, procedentes de
diferentes fuentes (pacientes y de ia naturaleza) y origenes geograficos {(México,

Guatemala, Celombia), mediante fenotipificacion y genotipificacion por RAPD-PCR.

4.2 Objetivos especificos

1.

Caracterizar aislados de 8. schenckii por métodos fenotipicos
(morfologicos, bioquimicos, de virulencia en animales (DL50) e
inmunoloégicos).

Caracterizar aislados de S. schenckii por métodos genotipicos:
polimorfismo del DNA obtenido por amplificacion al azar utilizando
iniciadores arbitrarios (RAPD-PCR).

Analizar y comparar los fenotipos y genotipos de las cepas de S. schenckii
de diversas procedencias (México, Colombia y Guatemala) y fuentes
(clinico y naturaleza).



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material fungico

Los aislados de S. schenckii estudiados pertenecen a las colecciones de las
siguientes instituciones: Laboratorio de Micologia Bésica, Depto. de Microbiologia y
Parasitologia, Facuitad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM); Universidad Auténoma de Puebla; Universidad de San Carlos de Guatemala;
y Universidad de Antioquia, Colombia. Se estudiaron 52 aislados de pacientes con
esporotricosis y once aislados de la naturaleza (N) obtenidos en México. Las claves, el
origen geografico: Mexico (MX), Guatemala (GT) y Colombia (CO) y la fuente {clinica-
linfangitica o clinica-fija y naturaleza) y las personas que gentimente donaron los
aislados se muestran en la Tabla I. Se utiliz6 como referencia la cepa EH-143
caracterizada previamente en el laboratorio de Micologia Basica, Facultad de
Medicina, UNAM. Los aislados del hongo estan conservados en su forma micelial en
agua destilada estéril, aceite mineral, y en nitrégeno liquido a -196°C. Para su
utilizacion las cepas se mantuvieron en medio sélido que contenia dextrosa (Merck.
Mexico) al 2%, peptona de caseina (Bioxon, México) al 2%, extracto de levadura
(Yestal, Mexico) al 1% y agar (Bioxon) al 1.5% (DPEL).

5.2 Identificacion de los aislados

5.2.1 Morfologia colonial. Para observar las caracteristicas de la colonia fingica,
todos los aislados se sembraron en cinco medios de cultivo sélidos: agar papa
dextrosa (APD) (Bioxon), Sabouraud dextrosa (Bioxon), Agar micobiotico (Bioxon),
harina de maiz (Bioxon), y extracto de malta { BBL, México). Los cultivos se incubaron
durante 60 dias a 28°C. Las caracteristicas de las colonias (textura, color) se
registraron a los 30 dias, y al final del periodo de incubacién se hicieron preparaciones
con azul de algoddn para buscar peritecios, forma sexual del género Ophiostoma, el
cual se relaciona morfoldgica y ecolégicamente con S. schenckii,

§.2.2 Morfologia microscépica. Se realizaron exAmenes directos con azul de
algodon de cada uno de los aislados, cultivados en APD a los 15 dias de incubacion a
28°C, y se observaron al microscopio éptico, anotando las estructuras morfolégicas.

5.2.3 Produccién de pigmento de los aislados. Una de las caracteristicas de S.
schenckii es |a produccion de conidios triangulares pigmentados en cultivos de varios
dias de incubacion asi como en medios que favorecen la produccién del pigmento.
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Para observar esta caracteristica en los aislados estudiados, se sembré cada uno en
tres medios: a) Rodriguez del Valle of al. (1983) adicionado de tirosina al 2%, b)
Rodriguez del Valle et al. (1983) adicionado de L-Dopa (L-3,4 dihidroxifenil-alanina) al
2%, y c) caseina (leche descremada al 7.5% Svelty- Nestle, México). Se colocaron 10
gotas de un volumen de 10 ul de una suspension conidial de cada aisiado, sobre la
superficie de una caja de Petri con cada uno de los tres medios. Cada aislado se
repitid por triplicado. Las cajas se incubaron a 28°C durante 15 dias, y se observé la
presencia del pigmento en los tres medios de cultivo.

5.2.4 Conversién de la forma micelial a la forma de levadura. Se realizdé una
suspension conidial de cada aislado de 1 x 10° conidios/mL a partir de cultivos en
DPEL incubados a 28°C durante siete dias. Se prepard una placa para ELISA de 96
pozos (Nunc, Roskilde, Denmark) agregando 100 ul. de medio Rodriguez del Valle et
al. (1983) pH 7.2 en cada uno de los pozos. Se depositaron 50 L de la suspensién de
conidios en cada pozo, utilizando diez pozos por aislado. Se incub6 la placa a 35°C
durante 72 h, y al cabo de este tiempo se llevé la placa al microscopio para la
observacion de las levaduras.

5.2.5 |dentificacién de los aislados por medio de exoantigenos especificos.
Se obtuvieron exoantigenos de todos los aislados estudiados de acuerdo al método de
Kauffman y Standard (1987), asi como de la cepa de referencia EH-143. Se utilizaron
matraces de 250 mL con 75 mL de medio Rodriguez del Valle et al. (1983 ) pH 5.0, los
cuales fueron sembrados con una suspensién conidial de cada aislado. Los matraces
se incubaron 20 dias en agitacién a 28°C para obtener la forma micelial del hongo. Se
agregd timerosal a una concentracién final de 1:5000 para inactivar el cultivo y se
incubd durante 24 h. La masa micelial se separo por filtracion con embudo Blichner y
papel Whatman N° 1. El filtrado obtenido se dializé y concentrd 10 veces de su
volumen inicial, con el sistema de ultrafiltracidn Amicon (Amicon, Colexington, MA),
utilizando membranas Amicon PM10. El concentrado se almacené en alicuotas de 2
mlL a -70°C hasta su uso. La prueba se realizé por doble inmunodifusién en gel segin
la técnica de Ouchterlony y Nilsson {1987) con suero hiperinmune de conejo anti-S.
schenckii, preparado y estandarizado en el laboratorio de Micologia Basica, Depto. de
Microbiologia y Parasitologia, UNAM (Arenas y Toriello, 1986). La identificacion
inmunolégica de los aislados se efectué con base en la aparicion de las bandas de
identidad con la cepa de referencia, utilizando solucidn salina como testigo negativo.
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5.3 Caracterizacion fenotipica

5.3.1 Tamafo de conidios. La medicion de los conidios se determind en
examenes directos de cultivos del hongo en el medio DPEL incubados durante 15 dias
a 28°C. Se midi6 el ancho y largo (um) de diez conidios, de cada aislado, mediante un

micrémetro ocular calibrado.

5.3.2 Termotolerancia. Para determinar la tolerancia de los aislados a diferentes
temperaturas, se sembraron los aislados del hongo en medio DPEL durante siete dias
a 28°C. A partir de estos cuitivos se realizd una suspension conidial de 1 x 10°
conidios/mL. Se elaboré un pozo central en 30 cajas de Petri con APD por aislado,
inoculando 100 pL de la suspensidn conidial en cada pozo. Se incubaron 10 cajas a
28, 10 a 35 y 10 a 37°C. El experimento se repitié dos veces. El diametro de la colonia
{mm) se midié a los 15 dias, y se calculé el porcentaje de inhibicion del crecimiento

(IC%), a 35 y a 37°C, mediante la siguiente formula:

%IC =

Dismetro de la colonia a 28° C (mm) — Didmetro de la colonia a 356 37° C (mm) (1 o 0)
Didmetro de la colonia a 28° C (mm}

Los datos del largo de los conidios y porcentaje de inhibicion del crecimiento (% IC)
a 35°C y 37°C se sometieron a andlisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis)

para detectar significancias.

5.3.3 Determinacién de la virulencia de aislados de S. schenckii. La
determinacion de la virulencia se llevd a cabo por medio de la dosis letal media (DL50)
en un modelo experimental murino. Se utilizaron conidios obtenidos de la fase
logaritmica de crecimiento del aislado a probar, de un cultivo liquido de medio DPEL
{250 mL en un matraz de un litro) incubado durante 20 dias a 28°C. El cultivo se filtré a
través de papel Whatman N° 1, el cual deja pasar solamente los conidios. La
suspension conidial se centrifug6 a 400 x g por 20 min. El paquete celular se lavé tres
veces con solucion salina, se ajustd a dos unidades de densidad 6ptica, y los conidios
se contaron en camara de Neubauer. A partir de una suspensiéon conidial inicial
aproximada de 1x10° conidios/mL se realizaron diluciones 10", 10%, 10°, y 10*. La
viabilidad del hongo y la cantidad de conidios se verificd calculando unidades
formadoras de colonias (UFC) de cada dosis por dilucion en placa en el medio de
Sabouraud. Se inocularon por grupo 10 ratones Taconic machos de 295g
aproximadamente por via intraperitoneal, con 1 mL de cada dosis y un mL de solucién
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salina estéril en 10 ratones utilizados como testigo. La D50 se calculd a los 45 dias

después de la inoculacién con base en analisis Probit, ajustado a un programa

Windows para computadora personal por Alberto Pérez Arista.

Tabla |

Cepas de S. schenckil estudiadas

Namero Procedencia® Fuente© | Tamafo de conidios | %IC® %IG" DLS0
De clave (um) ancho x largo | (35"C} | (37°C) | (x 10" conidios/mL)
EH-143 % Puebla, MX CiL 18x25 359 759 7.25
EH-176° D.F, MX. C/F 24x29 231 65.2

EH-178° D.F, MX. C/L 1.8x1.8 378 63.2

EH-179 2 D.F, MX. C/L 20x2.1 27.9 709

EH-1807 D.F, MX. crL 20x2.1 202 85.9

EH-184 2 D.F, MX ciL 25x26 47.% 68.7 135
EH-189° Chiapas, MX C/L 25x25 37.4 476

EH-1902 Oaxaca, MX c/L 16x 1.8 35.3 54.8

EH-192' | San Luis Potosl, MX | C/F 0.9x09 3485 487 419
EH-197' Puebla, MX C/F 1.5%1.6 20.4 54.6 237
EH-198"' Puebla, MX ciL 21x2.1 339 56.5

EH-199" Puebla, MX CciL 15x1.5 30.7 49,1

EH-200" Puebla, MX CiL 14x15 24.0 57.5

EH-212 D.F, MX c/L 1.8x18 447 48.7 6
EH-213 D.F, MX. CIF 20x2.5 319 46.7

EH-217* Jalisco, MX CIF 17x17 50.4 63.1 7
EH-218* Jalisco, MX C/L 27x27 55,1 65.2

EH-220* Jallsco, MX C/L 20x2.1 365 55.3

EH-2211 Jaligeo, MX CIF 21x21 44.3 626

EH-241* Guanajuato, MX CI/F 16x16 55.4 69.3

EH-247"* Zacatecas, MX CI/F 1.2x13 310 74.1

£H-248* Jalisco, MX Cc/L 1.2x1.3 46.0 66.4

£H-249* Jatisco, MX cIL 1.2x1.3 49.0 67.6

EH-250* Jalisco, MX C/F 25x25 42.2 66.7

EH-224° Ayarza, GT CIF 1.9x1.9 375 64.9

EH-227° Ayarza, GT CIF 22x22 50.1 61.4 62.2
EH-228% Ayarza, GT GIL 13x1.3 495 |. 66.2

EH-230° Ayarza, GT Cit 30x3.0 16.4 69.1

EH-232° Jutiapa, GT CIF 1.3x1.3 39.2 70.2

EH-223° GT C/L 3.0x35 336 66.2

EH-234° GT C/F 3.0x33 256 66.7

EH-235° GT CI/F 25x28 25.0 69.8

EH-242° GT CIF 20x25 386 83.1 65
EH-243° Chimaltenango, GT | C/F 25x3.0 18.2 70.7

Er-244° Chimaltenango, GT CIF 3.0x3.1 24.7 77.0

£H-245° GT ciL 35x38 29.3 69.8 24.5
EH-248° GT CiL 16x16 30.7 66.7

022° Antioguia, CO CIF 16x4.1 51.8 63.7

s067° Antioquia, CO C/F 16x33 68.0 740
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Tabla | (Cont.)

Namaero Procedencla® Fuente * | Tamadfo de conidios %IC* %lc® DL50
(um) ancho x largo | (35°C} | (37°C) | (x 10" Conidlos/mL)

6780° Antioquia, CO CIF 1.6x33 31.9 68.9

9421° Antioquia, CQ CI/F 28x38 418 73.3

12926° Antloquia, CO C/F 16x3.3 28.0 79.5

14879° Antioquia, CO CIF 16x35 66.5 76.4

15741° Antioqula, CO C/F 19x38 402 68.3

15895° Antioquia, CO C/F 1.9x23.8 71.0 745

10937° Antioguia, CO CI/F 1.9x4.1 308 70.9

9805079 ° Antioguia, CO CIF 1.6x3.8 56.0 71.9

6450° Antloquia, CO CIL 19x386 52.4 736

6514° Antioqula, CO ciL 1.6x 4.0 48.2 80.3

9362° Antioqula, CO CiL 1.9x4.8 68.4 81.8

15565° Antioqula, CO c/L 1.6x4.3 345 | 662 170
9806027 ° Antioquia, CO ciL 22x54 51.9 79.1

EH-183" Puebla, MX N 18x1.8 30.9 4539 6.67
EH-194" Puebia, MX N 1.5x 1.5 24.8 24.7 1.29
EH-195" Puebla, MX N 13x.4 33.2 54.3 2.48
EH-196" Puebla, MX N 1.5x1.5 371 54.2 0.5
EH-251" Puebla, MX N 27x28 47.2 70.1

EH-252" Puebla, MX N 16x16 40,9 61.2

EH-253° Puebla, MX N 24x25 539 70.8

EH-254 " Puebla, MX N 1.3x13 245 61.2

EH-255" Puebla, MX N 1.2x1.2 289 63.4

EH-256" Puebta, MX N 3.0x3.1 237 62.5

EH-257" Puebia, MX N 3.2x35 238 666

* MX, México; GT, Guatemala CO, Colombia.® (C/L = Clinico knfangltica, C/F = Clinico fija y N = Naturaleza), © %IC = porcentaje da
inhibicién del crecimiento; * Cepa de referencia.

1 Cepas donada.-. por A. Espinosa (Universidad Autdnoma de Puabla); 2 Cepas donadas por R. Arenas (Hospital Manuel Gea Gonzler
SS, MX}; * Cepas donadas por A. Bonlfaz {Hospital General de México S5, MX); * Cepas donadas por Dora Mastinez {Instituto
Dermatolégico de Guadalajara, MX) *Cepas donadas por H. Logemann {Universidad San Carlos de Guatemala); * Cepas donadas por
Micoteca de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia, Medellin, CO.

5.4 Caracterizacion genotipica

5.4.1 Extraccion del DNA gendmico. Para caracterizar las cepas de S.schenckii
por RAPD-PCR, se obtuvo DNA de todas las cepas. Se probaron tres métodos de
extraccion de DNA, el descritc a continuacidon presentd los mejores resultados. El
micelio de un cultivo de siete dias en medio liquido de Sabouraud a 28°C se obtuvo
por filtracién con papel Whatman No. 1. La masa micelial se lavd con agua destilada
estéril utilizando el mismo sistema de filtracién. El micelic se colocé en un mortero
estéril y frio, se agregd nitrogeno liquido en cantidad suficiente para cubrir la masa y
se procedio a macerar con un pistilo estéril y frio hasta lograr un poivo muy fino que se
repartié en microtubos de 2 mL, de tal forma que cubriera la mitad de la parte conica.
Se agregaron 600 uL de amortiguador de lisis (Tris-HCL 50 mM, EDTA 50mM, SDS
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6%, Mercaptoetanol al 1%) a cada microtubo y se procedi6 a agitar firmemente hasta
homogeneizar la muestra. Se centrifugé durante 3 min y al sobrenadante se le
adicion6 proteinasa K (200 pg/mL concentracién final) (GIBCOBRL® Gaithersburg,
MD), se homogeneizé y se incubé a 58°C durante una hora. Posteriormente, se
agregd RNasa A (Qiagen, Alemania) a una concentracién de 500 pg/mL y se incubd
1h a 37°C. Se ajustd el volumen a 500 uL con agua calidad miliQ (Millipore, MX).
Posteriormente, se agregaron 500 pL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y manualmente se agité firmemente por inversién, aplicando
presién en la tapa para no perder volumen. Se centrifugaron los tubos 20 min a 12 000
rpm hasta que la fase acuosa (capa superior) se observd clara. Se transfirieron
aproximadamente 400 ul de la fase acuosa a un nuevo microtubo, al cual se
agregaron 10 pL de acetato de sodic 3M y dos volumenes de etano! absoluto frio, y se
invirtié cuidadosamente varias veces. La mezcla se mantuvo a —=20°C de 2 a 24 horas
hasta observar un precipitado. Después de esta incubacién, los tubos se centrifugaron
durante 2 min, se desecho el sobrenadante y se lavé el boton con 1 mL de etanol al
70%, se centrifugd durante 2 min y se descarto el etanol cuidadosamente. El DNA
obtenido fue resuspendié en 50 6 100 pL de agua calidad miliQ estéril de acuerdo al
tamafic del botén. Para verificar la presencia y calidad del DNA, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % preparado en amortiguador TBE 0.5X (Tris
Base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2.5 mM [pH 8.3] } y 2 pL de bromuro de
etidio a una concentracion de 0.5 ug/mL. Se cubrid ef gel con el mismo amortiguador.
Se depositaron las muestras con una mezcla de 2 pL de! DNAy 2 pl. de amortiguador
de la muestra. El gel se corrid a 100 V hasta que el colorante avanzd a la mitad y se
observé en un transiluminador. Después de verificar la calidad del DNA las muestras
se conservaron a —40°C para su uso posterior. Este método permitié obtener buen
rendimiento y grado de pureza.

5.4.2 Determinacién de la concentracién de DNA. Para determinar la
concentracion de los DNA, se realizd una electroforesis en geles de agarosa al 0.8%
en el cual se corrieron diferentes concentraciones de! fago A ( GIBCOBRL®) de 50, 100,
150 y 250 ng. Se compararon estas concentraciones con 2 ul de los DNA problema
adicionados con el mismo volumen de amortiguador de carga y se asignd la
concentracion a cada muestra.

5.4.3 Amplificacién al azar del DNA polimérfico por la reaccién en cadena de
la polimerasa (RAPD-PCR). Los estudios de genotipificacion reportados en la
literatura para S. schenckii se habian llevado a cabo por medio de RFLP, por lo gque no
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existia ningin antecedente de trabajos con RAPD-PCR para este modelo fangico en el
momento en que se realizd este estudio. Por tal motivo, la estandarizacién del método
se inicid con la cepa de referencia EH-143 y bajo las condiciones establecidas para el
hongo Histoplasma capsulatum (Taq pol 1U, MgCl; 2.5mM, B1X, dNTPs 200uM, 10 ng
de DNA) con los iniciadores 1283, 1281 y 1253 (Kersulyte ef al., 1992 ). Ademas, se
aplicaron las condiciones antes mencionada a 20 iniciadores de la serie OPBG del KIT
Operon {Operon Technologies, Alameda, CA) (Tabla Il).

Tabla If
Iniciadores utilizados y secuencias respectivas

Iniclador Secuencia
1283 5' GCGATCCCCA 3
1281 5' AACGCGCAAC %'
1253 5'GTTTCCGCCC ¥

OPBG-01 5'GTGGCTCTCC ¥

OPBG-02 5' GGAAAGCCCA 3

OPBG-03 5°'GTGCCACTTC 3

OPBG-04 5' GTTCCCGACA ¥

OPBG-05 5'CAAGCCGTGA 3

OPBG-G6 5'GTGGATCGTC ¥

OPBG-07 5' CAGAGGTTCC 3

OPBG-08 5' GACCAGAGGT 3

OPBG-09 5'GGCTCTGGGT ¥

OPBG-10 5' GGGATAAGGG 3

OPBG-11 5'ACGGCAATGG 3'

OPBG-12 5' CCCGAGAAAC 3

OPBG-13 5'GGTTGGGCCA 3

OPBG -14 5'GACCAGCCCA 3

OPBG-15 5'ACGGGAGAGA 3'

OPBG-16 5'TGCTTGGGTG ¥

OPBG-17 5'TCCGGGACTC ¥

OPBG-18 5'TGGCGCTGGT 3

OPBG-19 5'GGTCTCGCTC 3'

OPBG-20 5 ' TGGTACCTGG ¥
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5.4.4 Programa de amplificacion. Se probaron tres programas de amplificacion
en un termociclador iCycler™ (BioRad, Hercules, CA) que se detallan en la Tabla il

Tabla il
Programas de amplificacién ensayados

A B C
1 Ciclo 1Ciclo 38 Ciclos
94°C- S5min | 94°C-5min | 84°C - 5 min
36°C - 2 min
73°C- 2 min
45 Ciclos 35 Ciclos
92°C-1min | 94°C-10s
35°C-1min | 36°C- 30s
72°C-1min | 72°C-1min
1 Ciclo
72°C - 5min

5.4.5 Electroforesis. La separacion de los fragmentos obtenidos por RAPD, se
realizd en geles de agarosa al 1.4% en amortiguador TBE 0.5 X a 40 V durante 6
horas. Para visualizar las bandas, los geles fueron tefiidos con bromure de etidio a una
concentracion de 0.5 pg/mL. El estadndar de pares de bases fue el 123 bp en escalera
{123 bp DNA Ladder, GIBCOBRL®). La imagen de los geles se capturd con un
Fotodocumentador Synoptics (Syngene, Cambridge) y se imprimid en una impresora
térmica SONY 650 (Tokio). El tamafio de los fragmentos se calculd con ayuda del
programa Bio Image por comparacion con el 123pb DNA en escalera.

5.4.6 Determinacidén de la concentracién de los inicladores. Para conocer la
concentracion adecuada de los iniciadores se eligid al azar uno de los iniciadores del
Kit Operon (OPBG-01) y se realizé una curva con las concentraciones de 30, 50, 100,
150 y 200 pmoles/uL y se llevéd a cabo el RAPD-PCR bajo las condiciones antes

mencionadas.

5.4.7 Curva de MgCl.. Se realizé una curva de magnesio con las concentraciones
de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 3.5 mM usando DNA de la cepa de referencia EH-143. El
RAPD-PCR se realizé bajo las condiciones mencionadas anteriormente.
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5.4.8 Analisis de datos. A partir de las imagenes digitalizadas de los geles que
muestran los productos del amplificién separados por electroforesis por medio del
programa Adobe Fotoshop™ 3.0 (Adobe Systems, inc., U.S.A), se calculd el peso
molecular de cada unc de los fragmentos por interpolacién, a partir de una curva
tedrica construida con los pesos moleculares de los diferentes segmentos que
despliegan los marcadores mediante el uso del programa Advanced Quantifier 1D-
match Biolmage (Ann Arbor, MI, USA).

Posteriormente se construyeron tablas de datos de presencia-ausencia dando
origen a una matriz basica de cepas con variables {(Anexo 1). Directamente de la
matriz basica se construyé una matriz de similitud genética pareada entre las cepas
mediante el indice de Jaccard {Real y Vargas, 1996) (Anexo 2).

La relacion que describe este coeficiente es la siguiente:

_ 4
a+b+c

donde: a, es la banda presente en ambas cepas; b, es la banda presente en la primera
y ausente en la segunda; y ¢, es la banda presente en la segunda pero ausente en la

primera.

La férmula solo considera los marcadores presentes {1,1), los que estan presentes
en una cepas determinada y ausentes en otra (1,0) y viceversa. No considera aquellos
casos de dobles ausencias (0,0), es decir, cuando el marcador no esta presente en
ninguna de las dos cepas.

La representacion grafica de la relacién de similitud entre las cepas fue establecida
por métodos multivariados de agrupacion (dendrograma) y ordenacion (Analisis de
Componente Principales). La agrupacién de las cepas se llevd a cabo por el método
de promedios aritméticos no ponderados UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using Arithmetic Average).

La estimacion del grado de significancia estadistica entre la matriz de distancia
original (Jaccard) y la de distancia terminal (dendrograma) se calculo mediante el
coeficiente de correlaciéon cofenético y por la prueba de Mantel (Manly,1997), la cual
arroja un valor de correlacion {r) y de probabilidad (p).
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Finalmente se construy6é un arbo! de tendido minimo-el cual se sobrepuso en la
configuracién espacial de las cepas obtenido por el ACP '

Todos estos andlisis se llevaron a cabo con el programa NTSYS-pc versién 2.0
{Rohif, 1998).



6. RESULTADOS
6.1 Identificacion de las cepas

6.1.1 Morfologia colonial. Se encontrd una gran variabilidad en cuanto al color.
Se observaron colonias que variaron desde el color beige y marfil hasta un pardo
oscuro y negro. También se encontraron colonias combinadas (mosaico). En el medio
de agar micobibtico solo se observaron colonias de blanco-gris. En relacion a la
textura, predomind el aspecto seroso en colonias tanto lisas como rugosas (Figura 1a).

Fig 1. a) Morfologia colonial de la cepa 9806027 (CO) de S. schenckii en los medios de Sabouraud
(Sab), Agar micobiético (Mic), harina de maiz (CM), extracto de malta (EM) y Agar papa
dextrosa (APD); b} Morfologia microscépica. Organizacién de conidios de S. schenckii {cepa
6067, CO) rodeando el extremo de un conidiéforo. Conidios triangulares plgmentados
alrededor de una hifa (350X).

6.1.2 Morfologia microscopica. Se cbhservo la clasica disposicion de los conidios
emergiendo en forma simpodial de un conidiéforo y la presencia de conidios
triangulares pigmentados organizados alrededor de las hifas (Figura 1b). Ninguna
cepa presentd estructuras de reproduccidn sexual (peritecios). '

6.1.3 Produccion de pigmento de los aislados. Se observd produccion de
pigmento en todas las cepas estudiadas en los medios de estimulacion del pigmento
(tirosina, dopa y caseina). Sin embargo, el color observado varié desde beige tenue
hasta negro sin encontrar algun patrén que pudiera definir un grupo. En la Figura 2a se
muestra un ejemplo de la produccion de pigmento en dopa y tirosina.

6.1.4 Transicién de la forma micelial a levadura. Todas las cepas estudiadas
presentaron la conversién de micelio a levadura en el medio de cultivo previamente
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descrito a 35°C, a las 72 h de incubacién. Se observd la presencia de levaduras uni y
bigemantes (Figura 2b).

Fig 2. a) Produccién de pigmento en el medio Rodriguez del Valle et al. {1933) supfementado con
dopa (2%) {(derecha) y de tirosina (2%) (lzquierda) de las cepas 10937 (CO), 245 (GT) y
197{MX) de S. schenckii (cada 10 circulos corresponden a una cepa); b) Levaduras de la
cepa 022 (CO) de S. schenckil a 35°C en el medio Rodriguez del Valle et af, (1983) (pH 7.2) a
las 72 h de incubacidn (300X).

6.1.5 Caracterizacién de las cepas por medio de exoantigenos especificos.
Para la totalidad de las cepas, se confirmo la identificacién inmunoldgica. En la Figura
3 se muestran las bandas de identidad entre los exoantigenos de cepas
representativas de cada pais estudiado y la cepa de referencia EH-143, las cuales se
evidenciaron con suero hiperinmune de conejo anti-S. schenckii.

6.2 Caracterizacion fenotipica

6.2.1 Tamaiio de conidios. En la Tabla | se muestra e! promedio del largo y ancho
de 10 conidios de cada aislado. Para comparar la variacién en el tamafio de ellos se
utilizé solamente el largo de los conidios donde se observan las mayores diferencias.
Se detectd diferencia significativa (p< 0.05) en el largo de los conidios entre las cepas
de MX, GT y CO. Los conidios de las cepas de CO fuercn los mas largos de todas las

cepas estudiadas con una media de 4.0 + 0.95 um (Tabla IV).

6.2.2 Termotolerancia. Se determiné mediante el porcentaje de inhibicion del
crecimiento (%IC) tanto a 35 como a 37°C. En ambas temperaturas se encontrd
diferencia significativa (p<0.05) entre las cepas de MX (clinicos y de la naturaleza), GT
y CO. El mayor %IC, es decir, la menor termotolerancia fue exhibida por las cepas de
CoO.
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EH-143 (A1)
EH-176 (A2)
EH-199 (A3)
EH-200 (A4) > MX
EH-212 {AS5)
EH-218 (A6)
EH-220 (A7)

EH-227 (AB)
EH-230 (A%)
EH-233 (A10)
EH-235 (A11)
EH-243 (A12)
EH-245 (A13) J

GT

4

EH-196 (A14) } N

6614 (A15)
9362 (A16)
9421 (A17)
10937 (A18)
15565 (A19)

hd

coO

S

Fig 3. Exoantiganos de S, schenckil (A1- A19) con cepas representativas de los grupos estudiados
{México, MX (clinicos y naturaleza), Guatemala GT, y Colombia CO). Las esporotriclnas se
obtuvieron por el método de Kauffman y Standard (1987). La prueba se realiz6 por doble
inmuncdifusién en gel, segin el método de Ouchterlony (1987); EH-143 (A1) = cepa de
referencla; S = solucién salina; + = suero de conejo anti- S. schenckii.

Tabla IV
Tamario de conidios y termotolerancia a 35 y 37°C de las cepas de S. schenckii

Procedencia | Largo de conidios | Termotolerancia | Termotolerancia
(um % IC° a 35°C % IC” a 37°C
MX {N) 1.97 + 049 3551 11.5 60.6+9.0
MX (C) 2.33 £ 1.00 33.0+11.1 59.2+11.0
GT 2541078 32.7+11.7 63.4+6.20
CcOo 4.00 + 0.95 484+ 15.2 70.1£10.8

*Media + desviacién estandar
® % IC= porcertaje de inhibicion def crecimiento
= Didmetro de 12 coloni 8% — Dism Fa coloni 36 37°C {mm) (100)
Diimetro de la colonia a 28°C (mm)

En la Figura 4a se presenta el porcentaje de las cepas de origen clinico de MX, GT
y CO que presentaron un %IC a 37°C mayor de 70. En la Figura 4b se representa la
distribucién porcentual de las cepas procedentes de la forma clinica fija de la
esporotricosis con un %IC > de 70 segln la procedencia. En ambos casos se destaca
el mayor porcentaje de cepas de CO que son las mas termosensibles.

6.2.3 Virulencia de cepas de S. schenckii. Debido a la cantidad de ratones

requerida para cada DL50, el andlisis de la virulencia solamente se llevo a cabo en
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algunos aislados de cada procedencia y origen. Se establecieron tres grupos de
acuerdo a los resultados obtenidos: virulencia alta DL50 < a 10 conidios X 107/mL;
virulencia mediana, D50 entre 10 y 100 x 107 conidios/mL; y virulencia baja, DL50 mayor

de 100 x 107 conidios/mL. La Figura 5 muestra la distribucién de las cepas estudiadas por

% Cepas con IC> 70%

Procedencia

% Cepas (C/F) con IC> 70%

Procedencia
b

Fig 4. a) Distribucién porcentual de las cepas de origen clinico con %IC > 70. b) Distribucion
porcentual de cepas de la forma fija de la esporotricosis con %IC > 70.



medio de la DL50 segln ia categoria de la virulencia (Tabla V). Se destaca el hecho que
entre las cepas de mayor virulencia se encuentran aquellas aisladas de MX, tanto de ia
naturaleza (EH-193 y EH-186) como de formas clinicas (EH-143 referencia, EH-212, EH
217) de esporotricosis. Entre las de virulencia mediana se encuentran tanto cepas de MX
{EH-192) como de GT (EH-227, EH-242 y EH-245) y entre las cepas de menor virulencia
se encuentran las cepas de CO evaluadas (022,10937,15565) con una DL50 de 237 x
107 conidios/mL para la 15565 y mayor a 100 x 107 conidios/mL para las otras dos.
También estan incluidas con las Gltimas, dos cepas de MX (EH-184 y EH-197).

Conidlos x 107/mL

m m m m m ] m m m m m m - m o o -
= x x X X X X = x x X x g - ﬁ g g
T T N TR T ) L @ G &
& 2 8 8 &8 5 & & 8 3 8 b ~
Alta Media Baja
Virulencia

Fig 5. Distribucién de la DL50 de cepas de S. schenckil de MX, GT y CO de acuerdo a los grupos
de virulencia encontrados {(alta, media y baja ). La DL50 se calculé con base en el anilisis
probit ajustado a un programa Windows.

TablaVv

Dosis Letal Media { DL50) de cepas de S. schenckii
representativas de cada fuente y procedencia

Virulencia DL50 Fuente" | Procedencia
(x 107 conidios/mL)

Alta

EH-193 6.67 N MX

EH-194 1.39 N MX
[EF-195 2,48 N MX

EH-196 0.50 N MX

EH-212 6.00 ClL MX
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Tabla V (Cont.)

Virulencia DL50 Fuente® | Procedencia

{x 10 7 conidios/mL)
EH-217 7.00 CIF MX
EH-143 7.25 C/L MX
Media
EH-245 24.5 CiL GT
EH-162 41.9 C/F MX
EH-227 62.2 CIF MX
EH-242 65.0 CIF GT
Baja
EH-184 135 G MX
15565 170 G cO
EH-197 237 CIF X
022 =170 CIF cO
6067 >170 CIF co
10937 >170 CiF CO

*N = naturaleza; C/L = Forma clinica linfanghica; C/F = Forma dinica fija;
MX = México; GT = Guatemala ; CO = Colombia,

6.3 Caracterizacion genotipica

6.3.1 Concentracion de DNA en las muestras estudiadas. En la Figura 6 se
muestra un ejemplo del método utilizado para la determinacién de la concentracién de
DNA de todas las cepas. La concentracion de los DNAs obtenidos presenté un rango
entre 50 y 500 ng/pl..

50 ng 2,
100 ng &
150 ng &
250 ng 3
EH-143
EH-148
EH-192
EH-217 MX
EH-220
EH-221
EH-241

EH-244
EH-245 } GT

6450
12926 CO
9362

Fig 6. Concentracion de DNA en gel de agarosa al 0.8% de diferentes cepas de S. schenckil. La
electroforesis se realizé a 100 V por 45 min, los geles se colorearon con bromuro de etidio.
Los cuatro carriles superiores muestran diferentes concentraciones del fago A. Los deméas
muestran las concentraciones de DNA obtenidas para muestras respresentativas de cada
procedencia (MX, GT, CO).
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6.3.2 Concentracion de los iniciadores. Los iniciadores 1253, 1281 y 1283
utilizados para amplificar DNA del hongo H. capsuiatum por RAPD-PCR, mostraron un
polimorfismo pobre al usarlos con el DNA de S. schenckii, por este motivo se procedio
a estandarizar las condiciones para 20 iniciadores del Kit Operon. En la Figura 7 se
puede apreciar la estandarizacion de la concentracién del iniciador OPBG-01, la cual
se llevé a cabo con diferentes concentraciones del iniciador y utilizando el DNA de la
cepa de referencia EH-143. El RAPD se llevé a cabo bajo las condiciones descritas en
materiales y métodos Solo tres concentraciones dan polimorfismo (100, 150 y 200
pmol/puL), sin embargo, la concentracion de 100 pmoles/uL mostrd un bandeo mas
claro. En consecuencia, se eligié esta concentracion para realizar los experimentos

posteriores.

Control (+)
200 pmoles/p:L
150 pmoles/uL
100 pmotes/pL
50 pmoles/uL
30 pmoles/pL
M

Fig 7. Concentracion 6ptima de! iniciador OPBG-01 con la cepa de referencia EH-143 de S.
schenckii. La electroforesis de los productos de RAPD-PCR se realizd en gel de agarosa al
1.4% coloreado con bromuro de etidio a 60V durante 6 h. Los carriles muestran los perfiles
obtenidos con cada concentracién del iniciador. M= 123 pb DNA en escalera.

6.3.3 Seleccién de los iniciadores para RAPD-PCR. La Figura 8 muestra e!
ensayo general donde se probaron los demas iniciadores del Kit Operon (OPBG 2 al
20) a una concentracion de 100 pmoles/uL, bajo las condiciones descritas en la Figura
7 con la cepa EH-143 de S. schenckii.

Cuando se ensayaron estos iniciadores se observé que la intensidad de los
productos de amplificacion varié considerablemente. De los 20 iniciadores probados el
se eligieron los mejores de acuerdo al numero e intensidad de las bandas. Los que
mejor cumplieron con estos requisitos fueron el OPBG-01, el OPBG-14 y el OPBG-19.
con un numero de bandas comprendido entre 2 y 11. Posteriormente, se procedio a
evaluar el comportamiento de los tres iniciadores seleccionados con DNAs obtenidos
de cepas de pacientes de diferentes procedencias y fuentes.
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Control (-)
OFPBG-20
OPBG-19
OPBG-18
Control (+)
OPBG-17
OPBG-16
OPBG-15
OPBG-14
OFBG-13
OPBG-12
OPBG-11
OPBG-10
Control (-}
Control (-)
OFBG-09
OPBG-08
Control (+)
OPBG-07
OPBG-06
Control (+)
QOPBG-05
OPBG-04
Control (+)
OPBG-03
OPBG-02
Control (-}
M

Fig 8. Perfiles polimérficos obtenidos por RAPD-PCR del DNA de la cepa EH-143 generados con
19 iniciadores del Kit Operon. Las condiciones de corrida fueron las mismas de la Figura 7.
M= 123ph DNA en escalera.

6.3.4 Concentracion de MgCl;, Para optimizar la concentracion de MgClzy evitar
reacciones inespecificas, se realizé una curva bajo las condiciones sefialadas en la

Figura 7 (Figura 9).

0.5 mM
1.0 mM
1.5 mM
2.0 mM
2.5mM
3.0 mM
3.5 mM

Fig 9. Curva de MgCl:. Se utilizé et DNA de la cepa de referencia EH-143 con diferentes
concentraciones de MgCl:. El gel de agarosa a una concentracién de 1.4% se corrio a 90 V

durants 90 minutos. M=DNA de $X174 RF cortado con Hae lil (GIBCOBRL®).

Finalmente, las condiciones establecidas para los experimentos finales fueron: 25
pl de volumen de reaccion, 10 ng DNA, 100 pmo! del iniciador, 200 mM de dNTPs, 1U
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de Taq pol y 2.5 mM de MgCl, El programa de amplificacidon que mostrd mejores
resultados fue el A de la Tabla lil (1 ciclo: 94°C, 5 min; 45 ciclos: 92°C , 1 min/35°C 1
min/72°C, 1 min ; 1 ciclo: 72°C, 5 min ).

6.3.5 Amplificacion al azar del DNA polimérfico por la reaccion en cadena de
la polimerasa. Una vez que se eligieron los iniciadores y se establecieron las
condiciones para el RAPD-PCR, se procedié a analizar genotipicamente un total de 44
cepas con los tres iniciadores seleccionados (OPBG-01, OPBG-14 y OPBG-19). De
México (MX), 17 cepas de origen clinico (C) y 10 de la naturaleza obtenidas del suelo
y plantas {(N); de Guatemala (GT), siete; y de Colombia (CQO) 10, en los dos ultimos
casos las cepas son de origen clinico. El iniciador OPBG-01 generd 20 marcadores, 23
el OPBG-14 y nueve el OPBG-19 para un total de 52 productos de amplificacién con
un rango entre 131 y 1685pb {Anexo 1). El iniciador OPBG-9 dio origen a una banda
de aproximadamente 810 pb en el 91% de las cepas y una de 636 pb en el 93.2%,
asimismo el OPBG-14 produjo una de 467 pb en el 93.2%. Las Figuras 10, 11 y 12
muestran ejemplos de los perfiles obtenidos con RAPD-PCR, para cepas de las
diferentes procedencias y fuentes con el iniciador OPBG-14.

EH-232
EH-235
EH-242
EH-243
EH-244

EH-230
EH-233
EH-245

EH-246

Fig 10. Perfiles polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para cepas de S. schenckif de GT obtenidos
con el oligonucledtido CPBG-14, La electroforesis se realizé a 40V durante 6 h. Los geles
se colorearon con bromuro de etidio y se obtuvo fa imagen con un fotodocumentador, M =
123 pb DNA en escalera.

Finalmente, las condiciones establecidas para los experimentos finales fueron: 25
ul de volumen de reaccidn, 10 ng DNA, 100 pmal del iniciador, 200 mM de dNTPs, 1U
de Taqg pol y 2.5 mM de MgCl, El programa de amplificacion que mostré mejores
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resultados fue el A de la Tabla lll (1 ciclo: 94°C, 5 min; 45 ciclos: 92°C , 1 min/35°C 1
min/72°C, 1 min ; 1 ciclo: 72°C, 5 min ).

M

EH-247
EH-217
EH-221
EH-250
EH-241
EH-176
EH-197
EH-218
EH-220
EH-248
EH-249
EH-184
EH-143
EH-198
EH-199
EH-200
EH-190
EH-189
M

)

M \
EH-253
EH-254
EH-251
EH-257
EH-256
EH-196 > N
EH-255
EH-252
EH-193
EH-195
EH-194

Fig 11. Perfiles polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cepas de S. schenckii de MX de
origen clinico (C} y naturaleza (N), con el iniclador OPBG-14. Las condiciones de corrido
fueron las descritas en la Figura 10. M = 123 pb DNA en escalera.

M

022
6067
6780
9421
10937
12926
14879
15895
9805079
6514
9362
9806027
M

Fig 12. Perfiles polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para cepas de S. schenckil de CO de origen
clinico obtenidos con el oligonucleétido OPBG-14. Las condiciones de corride fuercn las

descritas en la Figura 10. M= 123 pb DNA en escalera
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Con los perfiles obtenidos para todas las cepas con los tres iniciadores, se
construyd una matriz de presencia (1) y ausencia (0) obteniéndose un total de 52
bandas de DNA (Anexo 1), ésta se utilizd para el andlisis de agrupamiento de los
caracteres obtenidos por RAPD de 44 cepas de S. schenckii aisladas de diferentes

Procedencia Fuents Temmatolerancla  Conidlos {um) DL5O x10°7

i) GT CIF 15 13
_"EEM} 67 oF TS 30
- W e oL T 30
TE.153 GT oL m a5
W er oL m 38 45
b Y TE M GT oL s 16
B e CF s 3.1
)] co CF T 41 >170
1 1%z €o oL 18 48
L1 ’——1__’————————6@? co oF 5 33 170
r I Yl co CiF T 13
£314 co ciL TS 44
i co CiF 5 41 >170
|33 co CrF TS a3
a 15358 co crF 18 a8
I co o 5 38
‘ W co o 1§ 54
= KX CF 15 13
T MX oF 7 2.9
MX oL T 21
M CF m 1.7 70
Mx il i 27
M CIF 1T 25
Mx o I 15 27
Mz A 5 25 7.25
Mx oiF T 15
M, o m 21
My oL T 15
Mx i il 15
Mx i T 25
MX ch. 7 13
M MX cF ™ 21
M H 15 25
MX N i 28
MY N it 13
MX N Tr 1.5
M ] ™ 15
MY N 11 18 6.7
M2 N & 13
MX N T 16
L MX N i 34
LN MX N T 14 248
wm :*IF]M MX ch. i 28 135
BH 0 owmx o T 13
i ! ' | T 1 | li 1 I 1 | 1 1 i I |
03 iy 0% i
Simllitud

Fig 13. Relacién entre los grupos obtenidos por RAPD-PCR con tres inicladores (OPBG-01, OPBG-
14, OPBG-19) para 44 cepas de S. schenckii con la procedencia (MX, GT, CO0), fuente (CIL,
CiF, N), termotolerancia a 37 °C {TT= termotolerante, IC < 70%; TS= termosensible, IC >
70%) y DLSO0. El dendrograma fue generado a partir de la matriz de similitud de un total de
§2 bandas de DNA, basado en el método de UPGMA.
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fuentes (clinicos y naturaleza) asi como de diferente procedencias (MX, GT y CO).

El dendrograma ordend las cepas en cuatro grupos de acuerdo con su origen
geografico (Figura 13). El grupo I presenta un 31% de similitud y esta integrado por 25
cepas de México (arigen clinico y naturaleza) de un total de 27, este a su vez se
divide en dos subgrupos: el Ia integrado por cepas de la naturaleza con excepcion de
la cepa EH-221 que tiene un origen clinico; este subgrupo presentd un 35% de
similitud; el subgrupo Ib formado por todas las cepas de origen clinico. El grupo II esta
formado por dos subgrupos, los cuales se relacionan en 33% de similitud. El subgrupo
IIa esta formado por todas las cepas de CO cuyo porcentaje de similitud es 42% y el
subgrupo IIb formado por las cepas de GT. Los grupos III y IV los forman las cepas
EH-184 (clinico, MX) y la EH-248 (clinico, MX) respectivamente con un porcentaje de
similitud bajo con respecto a los demas grupos (13 y 17% respectivamente). La
formacién de los grupos mostrd ser estadisticamente significativo (f, 0.05,42 =11.3).

El porcentaje de similitud de las cepas varid entre 30% y 93% (Figura 13) lo que
demuestra considerable variabilidad entre los grupos. En esta figura también se
observa que hay una relacién entre los métodos de caracterizacion fenotipica (tamafio
de conidios, termotolerancia y la virulencia de las cepas) y la caracterizacién de las
cepas por RAPD, con respecto al origen geografico y el predominio de una forma
clinica en cada pais, asi como aquellas cepas aisladas de la naturaleza. El grupo Ia
del dendrograma incluye cepas aisladas de la naturaleza (N) de MX, temotolerantes,
con conidios pequefios y de alta virulencia. El grupo Ib incluye cepas de MX de origen
clinico con predominio de la forma linfangitica, termotolerantes, con conidios pequefios
y no se encontré relacién con la virulencia (pocos resultados de la DLS0 hasta la
fecha). En el subgrupo IIa se encuentran las cepas de CO, en su mayoria de la forma
clinica fija, termosensibles, con conidios grandes y de baja virulencia. El subgrupo
formado por las cepas de GT (Ilb), la mayoria de la forma clinica linfangitica, -
termotolerantes, con conidios pequefios y a la cepa que se cuantificé DL50 presentd

baja virulencia.

Las pruebas de Mantel (r = 0.8, p<0.001) y del mejor corte del arbol (t
0.005,42=11.3) muestran que la estructura del dendrograma y los grupos gque se
forman son resultado de una verdadera relacién bioldgica entre las cepas y no
producto del azar. (Figurai4).
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Fig 14. Comparacién de matrices (original y final) por Ja prueba de Mantel

Los tres primeros componentes del Andlisis de Componentes Principales (ACP),
explican el 50% de la variacién observada. El primer componente explica el 34 % de la
variacion, el segundo el 8.3% v el tercero el 7% (Figura 15 y Tabla VI). Los grupos que
se observan son discretos y reflejan la cercania geografica de las cepas. La sobre
posicién de! arbol de tendido minimo (Figura 16), muestra que las cepas de origen
mexicano que en dendrograma quedan separadas de los grupos, realmente mantienen
cierta relacion con e! grupo de cepas de MX. |

Tabla VI
Porcentajes empleados para el analisis de componentes principales {ACP)

Componente | Valor del Componente | Porcentaje de Varianza | Porcentaje Acumulado
1 14.98929327 34.0666 34.0666
2 3.67248207 8.3466 42,4131
3 3.08224594 7.0051 49.4182
4 2.19134047 4.9803 54.3985
5 1.58124187 3.5937 57.9923
6 1.40725427 3.1983 61.1906
7 1.34388571 3.0543 64.2449
8 1.20592957 2.7407 | 66.9856




Tabla VI (Cont.)

Componente | Valor del Componente | Porcentaje de Varianza ; Porcentaje Acumulado
9 1.04985387 2,3860 69.3717
10 0.98841563 2.2484 71.6181"
11 0.86548047 1.9670 73.5851
12 0.81048916 1.8420 75.4271
13 0.76567595 1.7402 77.1672
14 0.70708912 1.6070 78.7743

MX (C y N)

257 H.217
-189
] -230

Fig 18. Andlisis de componentes principales obtenido a partir de una matriz de similitud.
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Fig 16. Arbo! de tendido minimo.
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7. DISCUSION

S. schenckii es un hongo -de amplia distribucion en el mundo y aungue se han
realizado estudios para conocer su variabilidad poco se conoce de este aspecto en
México, Guatemala y Colombia. Con el fin de aportar informacién al respecto, en este
trabajo se compararon, feno y genotipicamente, diferentes aislados de S. schenckii de
los tres sitios geograficos y de diferentes fuentes (clinicos y naturaleza). Los aislados
estudiados se identificaron como S. schenckii por sus caracteristicas morfolégicas
(micro y macroscépicas), transicion de micelio a levaduras, y por exoantigenos
comparados con una cepa de referencia. L.a caracterizacién fenotipica destacod un
hecho interesante, no informado hasta la fecha, relativo al largo de los conidios,
mostrando diferencias significativas dependiendo de la regién geografica (MX, GT,
CO). Las cepas CO se distinguieron por presentar los conidios mas largos (4.0 + 0.95
um). Dixon et al. (1991) en este mismo modelo, determinaron una media para el largo
de conidios en aislados clinicos (2.4 pm) y del ambiente (2.0 ym) similar a la
encontrada en este estudio para cepas MX de origen clinico (1.97 £ 0.49 ym), N (2.33
+1.00 pm) v GT (2.54 + 0.78 um).

En el presente estudio se determin6 un valor cuantitativo de la termotolerancia para
cada cepa basado en el %IC a 35 y 37°C, que se utilizé para comparar
estadisticamente los distintos grupos (MX, GT, CO). Este andlisis revelo diferencia
significativa entre la termotolerancia de las cepas de MX, GT y CO para ambas
temperaturas. El fenémeno de la termotolerancia es mas claro a 37°C, donde el
promedio del %IC de todas las cepas se encuentra alrededor del 70, valor por arriba
del cual se presenta un predominio de cepas termosensibles, como se observa con
mayor claridad en las cepas CO (Figuras 4a y 4b). Esta caracteristica de las cepas de
origen colombiano podria explicar el predominio de la forma fija de la esporotricosis en
ese pais (Velasquez et al, 1976) a diferencia de México (Lavalle, 1978), Guatemala
(Mayorga ef al., 1978) y otros paises del mundo (Hajjeh et al,, 1997) donde prevalece
la forma linfangitica. Estos hallazgos son semejantes a los reportados Kwon-Chung
(1979), quien sefiala relacién entre la termotolerancia y ia forma clinica de la
enfermedad. Sus resultados muestran que los aislados clinicos obtenidos de casos de
esporotricosis fija solamente crecen a 35°C, a diferencia de aquéllos de formas
diseminadas, que se desarrollan a 37°C.

Los resultados publicados a la fecha sobre virulencia de S. schenckii han sido
sobre la mortalidad producida por el hongo en modelos murinos o hamsters (Dixon et
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al., 1991, Kwon-Chung, 1979, Howard y Orr, 1963). A diferencia del presente trabajo,
en ninguno de ellos se establece el grado de virulencia por la DL50 como un
parametro de comparacién entre diversas cepas. De acuerdo con los valores aqui
obtenidos utilizando la DLS0 (Tabla V), ia virulencia de las cepas evaluadas fue
heterogénea, y permitié la formacién de tres grupos (alta, media y baja) (Figura 5).
Esta heterogeneidad esta relacionada, aparentemente, con la fuente del hongo, como
es el caso de las cepas aisladas de la naturaleza en México (N), ubicadas dentro del
grupo de alta virulencia (Tabla V). Este hecho podria explicarse por la interaccion entre
el hongo, su ambiente y el hospedero, propiciande un aumento o disminucién de
caracteristicas que favorezcan o reduzcan su virulencia. En este sentido, Martinez-
Rivera (1998) basandose en observacion de cepas del hongo patdgeno, H.
capsulatum, sugiere una asociacién entre la interaccién del microorganismo con su
ambiente y la virulencia. Las cepas aisladas de espacios cerrados (cuevas) y obscuros
presentaron alta virulencia en comparacion con otras aisladas en espacios abiertos y
luminosos qQue muestran menor virulencia, sugiriendo la posible activacion de las
primeras por infecciones sucesivas en hospederos naturales, como el murciélago. Por
otro lado, Berliner y Biundo {1973) demostraron que la esporulacién en H. capsufafum
se favorece en lugares cerrados y obscuros, propiciando una gran cantidad de indculo
infectante. Estos resultados apoyan lo descrito por Baturen et al. (1995) quienes han
referido que algunos factores ambientales, tales como el pH en diferentes sitios
corporales, ejerce un efecto marcado en la expresion de antigenos asociados al
serotipo del hongo C. albicans. También se ha observado que el crecimiento v la
virulencia de este Ultimo patégenc esta asociado con el efecto que ejercen diferentes
factores ambientales sobre la expresién de diversos genes. Dependiendo de la cepa,
este hongo puede crecer e invadir en diferentes sitios dei cuerpo humano, o que se
traduce en la respuesta del hongo a diferente tipos de ambientes (Muhlschlegal et at.,
1998). Otras observaciones que muestran una asociacién entre la expresidon de
diferentes caracteristicas fenotipicas del microorganismo con respecto al ambiente
donde se desarrofla, son las realizadas por Kemker el al. (1991) con cepas de
Trichosporon beigeffi, tanto de casos de infecciones superficiales (mucosas y piel) y
profundas (sangre), como de cepas de origen no clinico, a través de métodos
fenotipicos y genotipicos. Estos autores sefalan que las cepas causantes de
enfermedad invasiva, son distintas (feno y genotipicamente) de las que causan
enfermedad superficial, y de las cepas de origen n¢ clinico, por lo que sugieren que
estas cepas corresponden a un complejo de organismos genéticamente distintos. En
el caso de las cepas de S. schenckii, la mayoria de las que presentan forma clinica
fila presentaron baja virulencia, y las correspondientes a la forma linfangitica se
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ubicaron dentro de los grupos de mediana a alta virulencia. Estas observaciones
sugieren que se trata de cepas con diferentes caracteristicas fenotipicas cuya
presencia o ausencia se encuentra sujeta a la expresion de genes donde sus
productos son criticos para la colonizacién y supervivencia en diferentes ambientes,

como se ha observado para los hongos anteriormente referidos.

Los hongos dimérficos, al pasar de la forma micelial saprobia a su forma parasitaria
en el hospedero, tienen que enfrentar diversos factores ambientales, entre otros,
cambios de temperatura. En este caso se requiere de respuestas adaptativas del
microorganismo, el cual debe detectar estos cambios para adaptarse a un nuevo
ambiente, a través de la induccién de expresion de genes de choque térmico (Maresca
y Kobayashi, 1993). En algunos casos el microorganismo carece de estos genes o no
los expresa, lo que impediria que su proliferacion en estos ambientes. Se ha
observado en H. capsulatum una cepa termosensible y de baja virulencia, que muestra
un retraso en su transicion de micelio a levadura, en cambio, una cepa termotolerante
y virulenta se transformé rapidamente a la fase levaduriforme. En estos dos casos se
detecté un gen, yps-3, que solamente se expreso en la cepa termotolerante, y actia
favoreciendo la transicién dimorfica hacia la fase levaduriforme del hongo (Keath et af.,
1989). Situaciones similares podrian suceder en las cepas de S. schenckii que son
termosensibles, carecer o no expresar algim gen que les permita adaptarse a 37°C,
permaneciendo superficialmente bajo la forma clinica fija. Sin embargo, los datos
sobre virulencia (DL50) generados en este estudio (Figura 5y Tabla 1), son atn
_ insuficientes para corroborar esta sugerencia en S. schenckii, y seria conveniente
realizar estudios mas finos, con técnicas de biologia molecular, que permitan
determinar la expresion de genes involucrados en la termotolerancia y su importancia

en la virulencia.

No obstante la gran diversidad mostrada por los perfiles de RAPD-PCR (Figuras
10, 11 y 12), es posible agrupar las cepas de acuerdo a su origen geografico (Figuras
13, 15 y 16). La Figura 13 muestra una estrecha relacion entre las cepas MX(N) vy
MX(C), agrupandolas geograficamente (Grupo I) y subagrupandolas de acuerdo a la
fuente (Grupos Ia y Ib). Asimismo, las cepas GT y CO se reunieron en el Grupo ll, y se
subagruparon de acuerdo a su procedencia en los Grupos Ila y lIb. La regionalizacion
de las cepas también es evidente en el Andlisis de Componentes Principales (Figura
15). Era de esperar que €l grupo GT mostrara mayor similitud genética con el grupo
MX por la proximidad entre estos paises, situacion que podria favorecer flujo genético
en este hongo, sin embargo, presenta mayor similitud con el grupo CO. A la fecha, no
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se tiene una explicacion l6gica que aclare este comportamiento. Las cepas EH-184 y
EH-248 (MX(C)) se muestran como grupos separados, debido a que su porcentaje de
similitud con los Grupos 1y II es de 13%, no obstante, en el &rbol de tendido minimo,
que es producto de un analisis estadistico sélido, estas cepas se agrupan con las de
MX(C). lo cual resalta la importancia de complementar los dendrogramas con otras
pruebas estadisticas, para confirmar los resultados que éste genera.

La estructura misma del dendrograma muestra que S. schenckii presenta niveles
altos de variabilidad genética. Esta variabilidad podria explicarse por. 1) la presencia
de una forma de reproduccién sexual ain desconocida, a pesar de su ubicacion entre
los Ascomycota, como ocurrid hasta hace poco tiempo con C. albicans cuyo estado
sexual no se habia demostrado, y actualmente diversos autores han dado evidencias
que indican que este hongo puede recombinarse sexualmente (Hull et af., 2000;
Magee y Magee, 2000; Gow et al., 2000); 2) la presencia de un ciclo sexual criptico,
como lo han reportado Burt et al. (1996) para Coccidioides immitis, 3) la presencia de
un ciclo parasexual (recombinacién no meidtica), como sucede en el hongo
entomopatdgeno Paecilomyces fumoso-roseus (Riba y Ravelojoana, 1984); 4) la
presencia de una alta frecuencia de mutaciones inherentes al hongo.

Finalmente, se debe sefalar que los resultados aqui presentados no permiten
establecer asociacién entre patrones polimorficos y formas clinicas de la enfermedad,
es decir, una agrupacion de acuerdo a la forma clinica, sin embargo, han sido
publicadas otro tipo de asociaciones, como la hallada por Malinari-Madlum ef al.
(1998) con el hongo Paracoccidioides brasiliensis entre patrones polimérficos por
RAPD-PCR y el grado de virulencia de las cepas
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8. CONCLUSIONES

RAPD-PCR es un método datil para caracterizar y comparar cepas de S. schenckii,
pracedentes de diferentes fuentes (pacientes y de la naturaleza) y origenes
geograficos permitiendo su agrupacién de acuerdo a la procedencia.

El predominio de la forma fija de la esporotricosis en Colombia podria ser explicada
por la tendencia a ia termosensibilidad en las cepas de S. schenckii en ese pais.

No fue posible relacionar la forma clinica de la esporotricosis con patrones
polimérficos generados por RAPD-PCR.

La integracion de los resultados sugiere que las cepas de S. schenckii comparten
caracteristicas tanto feno como genctipicas de acuerdo a la regidn geogréfica.

RAPD-PCR es un método que requiere una estricta estandarizacién para obtener
resultados reproducibles.
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9. RECOMENDACIONES

Se propone realizar estudios posteriores para determinar la expresion de genes de
chogue térmico como una alternativa para explicar la termosensibilidad o
termotelerancia en cepas de S. schenckii.

Como resultado de la caracterizacion genotipica, la presencia en la mayoria de las
cepas de las bandas de 636 y 810 pb obtenidas con el iniciador OPBG-19 y ia de 467
pb por el OPBG-14 {Anexo 1) sugiere estudiar su aplicaciéon como marcadores para
cepas de S. schenckii de México, Guatemala y Colombia.

Se recomienda realizar estudios posteriores de DL50 con mayor numero de cepas
de la naturaleza y de Colombia, para comprobar si la tendencia a ia alta o baja
virulencia se conserva.

Es de interés explicar la razon por la cual las cepas de Guatemala se ubican mas
préximas a las de Colombia que a las de México en los analisis de agrupamiento.
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