Rev Argent Microbiol. 2014;46(4):311-314

REVISTA ARGENTINA DE
MICROBIOLOGIA

www.elsevier.es/ram

INFORME BREVE

Aislamiento de Sporothrix pallida complex en muestras clinicas
y ambientales de Chile

Rodrigo M. Cruz Choappa®"*, Peggy l. Vieille Oyarzo*c y Laura C. Carvajal Silva®

2 Cdtedra de Micologia, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso, Valparaiso, Chile
® Unidad de Infectologia, Hospital Carlos van Buren de Valparaiso, Valparaiso, Chile
< Departamento de Anatomia Patologica, Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso, Valparaiso, Chile

Recibido el 10 de marzo de 2014; aceptado el 19 de agosto de 2014.

PALABRAS CLAVE
Sporothrix pallida
complex;
Onicomicosis;
Ambiente

KEYWORDS
Sporothrix pallida
complex;
Onychomycosis;
Environment

Resumen

Se informa para Chile el aislamiento de S. pallida complex desde muestras médicas y del
suelo del hogar de una paciente. Los hongos del complejo Sporothrix schenckii pueden
causar distintas infecciones. En Chile, los aislamientos médicos y ambientales de este
complejo son poco frecuentes. El objetivo de este trabajo fue identificar un agente ati-
pico en un caso de onicomicosis y detectar su presencia en el suelo del jardin del hogar
de la paciente. Para esto, las muestras clinicas se obtuvieron por raspado subungueal del
primer dedo del pie derecho, y las muestras de suelo, de diferentes sectores del jardin.
La identificacion de las especies se realizd por morfofisiologia y para la confirmacion
molecular se envi6 una de las cepas aisladas de la ufha de la paciente al CBS (14.062). Se
identifico S. pallida complex tanto de las muestras de uiia como de aquellas provenientes
del suelo del jardin.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos
los derechos reservados.

Isolation of Sporothrix pallida complex in clinical and environmental samples
from Chile

Abstract

The isolation of S. pallida complex from medical samples and home garden soil of a
patient in Chile is here in reported. Fungi of the Sporothrix schenckii complex can cause
various infections. In Chile, the medical and environmental isolates of these this complex
are rare. The aim of this study was to identify an unusual agent in a case of onychomycosis
and to detect its presence in the patient’s home garden. For this purpose, clinical samples
were obtained by scraping the patient’s subungueal first right toe nail as well as by taking
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soil samples from different areas of her home garden. Species identification was
performed by morphophysiology and one of the strains isolated from the patient’s toe
nail was sent to CBS for molecular confirmation (14.062). S. pallida complex was identified
both from the patient’s toe nail and samples taken from her home garden.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All

rights reserved.

La esporotricosis es una infeccion granulomatosa crénica
cuya presentacion clinica mas frecuente es el compromiso
linfocutaneo de las extremidades®. Esta infeccion es consi-
derada una enfermedad profesional, ya que afecta princi-
palmente a jardineros, agricultores, veterinarios y personas
que sufren alguna lesion traumatica cutanea'. Es provoca-
da por hongos dimorfos del complejo Sporothrix schenckii,
los cuales se encuentran frecuentemente en la tierra y en
plantas espinosas de zonas tropicales o subtropicales'®".
Estudios fenotipicos, fisiologicos y moleculares han demos-
trado que S. schenckii es un complejo de especies, entre
ellas S. schenckii sensu stricto, S. luriei, S. brasiliensis y
S. globosa tienen importancia médica y veterinaria, mien-
tras que S. mexicana y S. pallida son principalmente aisla-
das de muestras medioambientales®®*'. Los distintos anali-
sis filogenéticos de S. pallida, S. albicans y S. nivea revelan
una similitud significativa entre ellas, por lo que se ha pro-
puesto que estas tres especies, estrechamente relaciona-
das, sean llamadas S. pallida complex'>4.

Si bien se ha descrito que estas especies son cosmopoli-
tas, los casos diagnosticados en Chile han sido escasos y
correspondieron a la forma linfocutanea®. El aislamiento de
especies del complejo Sporothrix en casos de onicomicosis
es poco frecuente; solo se encuentran algunas comunicacio-
nes en la literatura?+.

El objetivo de esta publicacion es comunicar la presencia
de S. pallida complex asociada a un caso de onicomicosis de
pie en muestras clinicas y en muestras de suelo del jardin
de una paciente de Chile.

Caso clinico

Paciente femenino de 64 afos, residente de Vina del Mar,
sin antecedentes morbidos de importancia. Realiza a diario
trabajos de jardineria en su hogar con pies descalzos. Con-
sulta por presentar lesion en la uia del primer dedo del pie
derecho, de un afo de evolucion. La lesion se caracterizaba
por el engrosamiento subungueal y el cambio en la colora-
cion lateral (fig. 1). Una vez tomadas las muestras, aislado
e identificado el agente causal, se realizd tratamiento con
itraconazol 200 mg/dia durante 12 semanas. La respuesta
clinica fue buena; las lesiones de la ufa desaparecieron.

Muestras clinicas

Se obtuvieron 3 muestras en distintos tiempos por raspado
subungueal del primer dedo del pie derecho mediante bis-
turi estéril (la paciente fue citada en 3 fechas distintas a lo
largo de 45 dias). El examen microscopico directo se realizd

Figura 1

Ufa del pie derecho de la paciente. Se observa cam-
bio de coloracion y engrosamiento subungueal del borde late-
ral.

mediante el montaje del material en una solucion acuosa
de KOH al 20 % entre porta y cubreobjetos; los cultivos se
realizaron en agar de Sabouraud (glucosa, 20 g; peptona,
10 g; agar-agar, 20 g; cloranfenicol, 0,25 g; agua destilada,
1000 ml) y en lactrimel (harina de trigo, 14 g; miel, 7 g;
leche de vaca descremada, 14 g; agar-agar, 14 g; cloranfe-
nicol, 0,25 g; agua destilada, 1000 ml); los medios de culti-
vo fueron preparados en nuestro laboratorio. La incubacion
en ambos medios se realizé a 26 °Cy 37 °C.

Muestras ambientales

Con una cucharilla metalica se obtuvo tierra de diferentes
partes del jardin del hogar. Dichas muestras fueron introdu-
cidas en bolsas plasticas (numeradas segln el sector al que
pertenecian) para ser transportadas hasta el laboratorio.
Posteriormente se emplearon tubos conicos estériles Mini-
plast de 15 ml, en los que se colocaron aproximadamente
2,5 g de la muestra de tierray 12,5 ml de agua estéril; estos
se agitaron durante 10 minutos en vortex, para luego dejar-
los 20 minutos en reposo. Después se tomaron alicuotas de
0,5 ml del sobrenadante mediante pipeta de cristal estéril
y se inocularon en placas de Petri que contenian agar Sa-
bouraud adicionado con cicloheximida (400 pg/l) y cloran-
fenicol (0,25 g/l).

A partir de las colonias morfolégicamente compatibles
con Sporothrix spp. se realizaron resiembras en agar con
extracto de papa y glucosa (PDA; papa, 200 g; glucosa, 10 g;
agar agar, 18 g; agua destilada, 1000 ml); estas placas se
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incubaron a 26 °C. Para identificar los hongos, se considera-
ron tanto las caracteristicas de las colonias (color de la su-
perficie y el reverso, textura, velocidad de crecimiento,
produccién de exudados y pigmentos solubles) como las ca-
racteristicas morfoldgicas de las estructuras vegetativas y
reproductivas (diametro de las hifas y los conidiéforos, for-
ma, tamafo, ornamentacion, disposicion y coloracion de los
conidios). El estudio fisioldgico fue realizado seglin Marimén
et al.’, evaluando el crecimiento en PDAa 30 "Cy a 37 °C
durante 21 dias, y la asimilacion de azlcares en agar base
nitrogenado con sacarosa y rafinosa.

En el examen microscopico directo solo se observaron es-
casas células levaduriformes. En los cultivos de la ufa se
desarrollé un hongo filamentoso de color blanquecino; este
color no se modificd a lo largo del periodo de incubacion
(fig. 2). Al microscopio de luz (Zeiss® Axiostar Plus) con azul
de lactofenol y azul de algodon, se observaron hifas delga-
das, hialinas, septadas y ramificadas, con abundantes coni-
dios hialinos, ovoides, de 4-7 x 1,6-2,5 um, en agrupaciones
simpodiales en la region terminal del conidioforo (fig. 3). En
PDA las colonias midieron entre 50 y 60 mm de diametro,
tanto a 30 °C como a 37 °C. La prueba de asimilacion de
azlcares fue positiva para la sacarosa y negativa para la
rafinosa. Todos estos resultados fueron compatibles con
S. pallida complex®. Con respecto al estudio ambiental, a
partir de los 5 puntos de muestreo se aislo un total de
29 colonias compatibles con S. pallida complex. La identifi-
cacion de dichos aislamientos se realizo siguiendo la misma
metodologia que se empled para identificar las cepas aisla-
das de la una de la paciente.

Para la identificacion molecular se envié uno de los aisla-
mientos de la una al CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre.
Sobre la base de la comparacion molecular del gen 26S del
ARN ribosomal, region de la subunidad D1y D2 (LSU); de un
fragmento parcial del gen de B-tubulina; de laITS 1y 2y
del gen 5.8S (SU), esta cepa pertenece al complejo de es-
pecies de Sporothrix pallida (CBS 14.062). Las secuencias
se compararon con las depositadas en GenBank usando
BLAST y en una gran base de datos de hongos de ese centro.

Las distintas especies del complejo Sporothrix schenckii
se aislan principalmente en areas geograficas tropicales y

Figura 2 Colonia de Sporothrix pallida complex aislado de pa-
ciente con onicomicosis (PDA; 7 dias de incubacion a 30 °C).
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Figura 3 Conidiéforos vy con1d1os de Sporothnx pallida
complex aislado de paciente (barra = 10 um).

subtropicales, como las correspondientes a Brasil, India,
México y Perl, donde el promedio de temperatura es de 20
a 25 °C, y la humedad ambiental, superior a 90 %3''. Las
condiciones climaticas de Vina del Mar corresponden a un
clima templado-calido, con lluvias invernales y estacion
seca prolongada (7 a 8 meses), con una humedad promedio
del 82 %’. Estas condiciones no serian las mas favorables
para el desarrollo de especies del género Sporothrix; sin
embargo, se pudo demostrar en este estudio la presencia
de S. pallida complex, lo que sugiere que este tendria un
mayor poder adaptativo a las condiciones medioambienta-
les del descrito hasta ahora.

Los aislamientos de hongos ambientales causantes de
onicomicosis son cada vez mas frecuentes; son predominan-
tes entre ellos varias especies pertenecientes a los géneros
Acremonium, Fusarium y Scopulariosis®. Sin embargo, la
literatura médica solo recoge un trabajo donde se descri-
ben casos de onicomicosis debidas a especies del género
Sporothrix*. Sporothrix pallida complex se reconoce como
un hongo cosmopolita, especialmente presente en Europa y
en Asia’. En Sudamérica, su presencia fue comunicada en
Brasil, en un caso de infeccion cutanea de un felino™, y en
Chile, en un caso de onicomicosis, donde ademas se aislo
Trichophyton rubrum®. En el presente trabajo se aislé de
una muestra clinica y, por primera vez, del medioambiente.

Modelos de infeccion en ratones han demostrado la baja
patogenicidad de esta especie' y su incapacidad para provo-
car infecciones diseminadas, a pesar de su termotoleran-
cia®. Debido a su aislamiento, tanto de la uia de la paciente
(en 3 ocasiones) como de las muestras de tierra del jardin
en donde la paciente trabaja habitualmente, concluimos
que este hongo podria ser el agente etiologico de la onico-
micosis, y el suelo, su reservorio.

Marimon et al.® han propuesto una clave morfofisiologica
para diferenciar las especies clinicamente relevantes del
género Sporothrix basada en la pigmentacion de los coni-
dios, el crecimiento en PDA a diferentes temperaturas y la
asimilacion de azlcares. Este método tiene la ventaja de
ser econémico vy, por lo tanto, de facil implementacion en
la mayoria de los laboratorios de micologia. Sin embargo, la
identificacion molecular del género Sporothrix mediante
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la secuenciacion de los genes de la calmodulina y de la
B-tubulina es una herramienta fundamental, ya que limita
los errores derivados de la variabilidad morfoldgica que
pueden presentar ciertas cepas®™.
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