Polimorfismo fenotipico de cepas
autéctonas de Sporothrix schenckii

HERTA VELEZ, LUCIA SANTAMARIA, MARIA ELENA VARGAS,

FERNANDO MONTOYA

Se presentan los resultados macroscdépicos,
de asimilacion de azucares y de virulencia de
55 cepas de Sporothrix schenckii aisladas a
partir de lesiones de pacientes con esporotri-
cosis cutanea, que consultaron al laboratorio
de micologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia en Medellin, Colom-
bia, y que fueron coleccionadas en el
transcurso de 10 afios.

La morfologia macroscépica de las colonias y
su pigmentacién se evaluaron tanto en agar
mycosel como en extracto de malta. La mayo-
ria de las cepas en los dos medios
presentaban colonias con 2 6 3 colores dife-
rentes. En mycosel 5 cepas (9.1%) fueron
monocromaticas y éste fue el medio mas esta-
ble para definir las caracteristicas de
pigmentacién. El 85% de las cepas en mycosel
fueron café claras, café oscuras, plisadas o pli-
sadas y umbilicadas. Todas las cepas
asimilaron D-glucosa, glicerol y D-xilosa en el
sistema Api 20C y 25 cepas se clasificaron en
9 biotipos de asimilacién de la Aalal. La ma-
yoria de las cepas tanto pigmentadas como
albinas, resultaron virulentas para ratones. En
éstos predominaron los cuerpos en cigarro en
forma de naveta y no se visualizaron cuerpos
asteroides en los exudados testiculares. Se de-
muestra asi 1a gran heterogeneidad fenotipica
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de las cepas autdctonas de S. schenckii, se
plantea la importancia de correlacionar estos
hallazgos con los patrones de heterogeneidad
genética informados por investigadores japo-
neses y quizas explicar por esta diversidad
fenotipica y genotipica, el polimorfismo clinico
de la enfermedad y establecer mapas de distri-
bucién de los diferentes biotipos o genotipos
en Colombia y América Latina. Incluso el cru-
zar cepas distantes en su biotipo o genotipo
podria facilitar la obtencién de la forma de re-
produccidén sexual del microorganismo.
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INTRODUCCION

a esporotricosis es una enfermedad subagu-

da o crdnica producida por el hifomiceto S.
schenckii, hongo dimérfico de amplia distribucién
en la naturaleza. La entidad y el hongo fueron des-
critos por primera vez en 1890 por Schenck (1) y el
nombre de S. schenckii fue propuesto por Hektoen
y Perkins en 1900 (2).

Aunque se conoce bien la diversidad macroscépi-
ca y funcional del microorganismo (3), sélo se han
publicado dos estudios sobre la misma. En 1962
Mariat y colaboradores (4) dieron a conocer sus
observaciones sobre 10 cepas mejicanas y 3 euro-
peas de S. schenckii; Dixon y colaboradores (5) en
1991 estudiaron 21 cepas de norteamérica.

En este trabajo se informan los resultados ma-
croscopicos, de asimilacién de azucares y de virulen-
cia de cepas de S. schenckii aisladas a partir de
lesiones clinicas de pacientes con esporotricosis cu-
tanea.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 55 cepas de S. schenckii, aisladas de
muestras de pacientes con esporotricosis cutdnea, que
consultaron al laboratorio de micologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Antioquia, en Mede-
llin, Colombia. Estas cepas fueron almacenadas por 10
anos y conservadas en medio de mycosel (BBL, Coc-
keysville, Md) a 4°C, con repiques mensuales. Se
determinaron su morfologia macroscépica, el compor-
tamiento fisiolégico y la virulencia.

Morfologia macroscépica

Para la caracterizacién morfoldgica la siembra se
hizo a panrtir de una suspensién de esporos que
contenia 5x10° células/ml, tomadas de colonias en
fase miceliar recién repicadas. El in6culo se realizé
en medio de mycosel y en extracto de malta (Difco,
Detroit, Mich.), con asa calibrada de 0.01 ml, en 4
sitios equidistantes. Se hizo la lectura luego de 20
dias de incubacién a temperatura ambiente; los pa-
rametros que se tuvieron en cuenta fueron elpigmen-
to, el brillo y la textura de la superficie; de acuerdo al
pigmento las cepas se clasificaron como mono o
policromaticas y se anoté el color respectivo; en
cuanto al brillo se consideraron como brillantes u
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opacas; con relacién a la textura se describieron
como cerebriformes, crateriformes, plisadas, lanu-
das, umbilicadas y con coremio. No se tuvieron en
cuenta las caracteristicas microscépicas.

Comportamiento fisiolégico

Se evalué mediante la prueba de asimilacién de
azicares 0 auxonograma, por el método de Api 20C
utilizado para la identificaciéon de levaduras. Para tal
efecto las cepas se revirtieron a la fase de levadura en
agar infusién de cerebro y corazén (BHI) a 37°C; luego
de tres pases sucesivos se su Gpendieron las levaduras
a una concentracion de 5x10° células/ml, en tampén
salino fosfato (PBS) estéril, pH 7.2. Se utilizé la meto-
dologia recomendada en el estuche, pero la lectura se
realiz6 a las 96 horas. Para cada uno de los 19 azica-
res se informo si fue o no asimilado y se establecieron
patrones de asimilacién.

Virulencia

Se evalué por la respuesta inflamatoria desenca-
denada después de inocular 0.1 ml de una suspen-
sion de 5x108 levaduras/ml, en eltesticulo de ratones
BALB/c blancos. A los 20 dias del indculo se sacrifi-
caron los animales y se evalué el cuadro inflamatorio.
La respuesta se catalogé como presente o ausente
de acuerdo a los hallazgos macroscépicos de ede-
ma, exudado o fistulizacién. Mediante examen direc-
to con agua glicerinada o con la coloracién de Gram
se anoto la presencia en los exudados de cuerpos
en cigarro y su morfologia (ovales, alargados o en
naveta) y la de cuerpos asteroides. Se realizaron
ademés cultivos de los exudados en mycosel para
aislar el agente.

Andlisis estadistico

Se analizaron las siguientes asociaciones: pig-
mentacion-medio de cultivo, pigmentacién-virulen-
cia, textura superficial-medio de cultivo. La prueba
de hipétesis se hizo mediante chi cuadrado con una
confianza del 95%.

RESULTADOS

Es sorprendente el polimorfismo pigmentario que
exhibe S. schenckii; las colonias, tanto en mycosel
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como en extracto de malta, pueden ser blancas, café
claras, café oscuras, grises o negras. Las coloracio-
nes pueden ser homogéneas, en parches o en ban-
das. La intensidad de los colores fue mas marcada
en el extracto de maltay en él se observaron algunas
colonias verdes. La mayoria de las cepas en los dos
medios de cultivo presentaban colonias con 2 6 3
colores diferentes. Cinco cepas (9.1%) fueron mono-
cromaticas en mycosel y 10 (18.2%) en extracto de
malta. En la tabla N® 1 se muestra la distribucién de
colores de las cepas monocromaticas.

TABLA N21

PIGMENTACION DE CEPAS MONOCROMATICAS DE
S. SCHENCKII EN DOS MEDIOS DE CULTIVO

Color Medio de cultivo
Mycosel Extracto de malta

Blanco 2 4

Café claro - 2

Caté oscuro 1 3

Cris 1 1

Negro 1 -

En el medio de mycosel el 72% de las cepas
policromaticas presenté la asociacién de colonias
café claras y café oscuras. Hubo una mayor diversi-
dad en el extracto de malta. En la tabla N? 2 se
observan el brillo y la textura de las colonias.

TABLA N22

BRILLO Y TEXTURA DE LAS COLONIAS
DE S. SCHENCKIIEN DOS MEDIOS DE CULTIVO

Color Medio de cultivo
Mycosel Extracto de malta

Brillante 20 3
Opaca 35 52
Cerebriforme 6 2
Crateriforme 6 2
Coremio 7 8
Lanuda 10 15
Plisada 37 37
Umbilicada 32 25

El 44% de las cepas en mycosel y el 40% de las
de extracto de malta fueron simultdneamente plisa-
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das y umbilicadas. El 85% de las cepas en mycosel
fueron café claras o café oscuras y plisadas o plisa-
das y umbilicadas.

Entre 85y 100% de las cepas asimilaron D-gluco-
sa, glicerol, D-xilosa, N-acetil-D-glucosamina, xilitol,
sorbitol y celobiosa. Entre 40 y 67% asimilaron tre-
halosa, D-galactosa, adonitol, L-arabinosa, maltosa
y sacarosa y entre 1.8 y 13% asimilaron melezitosa,
metil-D-glucésido, lactosa y rafinosa. Ninguna cepa
asimilé inositol ni 2-D-cetogluconato. En 25 cepas
pudimos establecer patrones comunes de asimila-
cién y en 30 ello no fue posible. Con las cepas
agrupables se conformaron 9 patrones de asimila-
cién (biotipos) que catalogamos dela Aalal. En
cinco cepas establecimos el biotipo Ay el | en sélo
dos. En la tabla N2 3 se observan los patrones de
asimilacién de los 19 azdcares utilizados por los
biotipos correspondientes.

La pigmentacién no se asocié con una mayor
respuesta inflamatoria después de la inoculacién
intratesticular del microorganismo. Mas del 80% de
las cepas, sin importar su color, indujeron tal res-
puesta. En el 92.7% de los casos (51/55) se visualiz
y cultivé el agente en los exudados. Los cuerpos en
cigarro visualizados fueron predominantemente de
morfologia en naveta (46/51), alargados 3 y ovales
2. En el estudio enfresco y con la coloracién de gram
no se encontraron cuerpos asteroides.

DISCUSION

El polimorfismo encontrado en este estudio coin-
cide con los resultados de Mariat y colaboradores (4)
quienes trabajaron igualmente con cepas almacena-
das de origen clinico, en su mayoria de pacientes
mejicanos. Estos hallazgos contrastan con los de
Dixon y colaboradores (5) quienes, a partir de
aislamientos primarios de pacientes norteamerica-
nos, obtuvieron cepas homogéneas intensamente
pigmentadas, lo que plantearia una posible diver-
sidad de las cepas de acuerdo a su origen geogra-
fico, dado que el mismo polimorfismo lo hemos
observado en las cepas autdctonas de aislamien-
tos primarios. Resultados similares a los de Mariat
y colaboradores (4) se obtuvieron con relacién ala
morfologia de los cuerpos en cigarro ya que predo-
minaron las navetas, no se observaron cuerpos
asteroides y hubo igual respuesta inflamatoria a la
inoculacién intratesticular.
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TABLAN23

PATRONES DE ASIMILACION DE AZUCARES
DE 9 BIOTIPOS DE S. SCHENCKII

BIOTIPO

AZUCAR A B C

2-CETOGLUCONATO - - .

ADONITOL

ARABINOSA

CELOBIOSA

GLUCOSA

+ +
+ +
+ +
GALACTOSA . .
+ +
+ +

GLICEROL

INOSITOL - - -

LACTOSA - - .

MALTOSA . ; #

MELEZITOSA - - .

METIL-D-GLUCOSIDO . . .

N-ACETILGLUCOSAMINA + + +

RAFINOSA - - -

.
1
'
1
1

SACAROSA -

SORBITOL

TREHALOSA

+

+

+
XILITOL .
XILOSA +

+ |+ |+ |+ |+

+ asimila
- no asimila

Unicamente Mariat y colaboradores (4) informan
resultados de auxonogramas. En su trabajo evalian
11 azidcares, 8 de ellos estudiados también por
nosotros: L-arabinosa, D-xilosa, D-glucosa, D-ga-
lactosa, sacarosa, maltosa, lactosa y glicerol. En
dicho estudio todas las cepas asimilaron la D-gluco-
sa, el glicerol, l1a D-xilosa, la D-galactosa y la malto-
sa. En éste asimilaron la D-glucosa, el glicerol y la
D-xilosa. Se encuentra asi una mayor diversidad en
la asimilacién de azucares de las cepas colombia-
nas evaluadas, que puede ser atribuible al mayor
numero de cepas analizadas o a diferencias fenoti-
picas intrinsecas.

Otros autores han estudiado el polimorfismo mi-
croscépico de este hongo (6) y desde 1988 los
japoneses (7-8) han conformado 10-11 genotipos de
S. schenckii mediante fragmentos de restriccién de
ADN mitocondrial. Estos genotipos han permitido
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establecer patrones de distribucién geogréfica del
microorganismo en el Japén; una sola cepa surame-
ricana que se ha estudiado, se ubicé como genotipo
3. Seriainteresante correlacionar nuestros hallazgos
de biotipos de asimilacién con los genotipos sefala-
dos y quizés estudiar la posibilidad de relacionar los
biotipos 0 genotipos con las formas clinicas de la
esporotricosis y la respuesta terapéutica. Incluso el
cruzar cepas distantes en su biotipo 0 genotipo po-
dria facilitar la obtencién de la forma de reproduccién
sexual del 8. schenckii.
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SUMMARY

PHENOTYPIC POLIMORPHISM IN INDIGENOUS
STRAINS OF SPOROTHRIX SCHENCKII

We studied macroscopic colony findings, sugar
assimilation patterns and virulence of 55
Sporothrix schenckii strains obtained from
patients with cutaneous sporothrichosis. They
were collected during a 10-year period at the
Mycology Laboratory, University of Antioquia,
School of Medicine, Medellin, Colombia.
Pigmentation types and macroscopic mor-
phological characteristics were studied on
mycosel agar and malt extract. In most cases 2
or 3 colony colors were present in both media. In
mycosel agar only 5 strains (9.1%) were
monochromatic. Pigmentation was very stable in
that medium. Eighty five percent of the mycosel
agar colonles were beige, brown, pleated or
pleated and umbilicated. All strains assimilated
D-glucosa, glycerol and D-xylosa. We established
9 patterns of assimilation (biotypes), from Ato |
In 25 strains. Both pigmented and albino strains
were virulent for mice. We emphasize the diver-
sity of our indigenous strains, and the impor-
tance of genotypic characterization and of the

correlation studies of phenotypic and
genotypic variation with the clinical and
geographical patterns of the disease.
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