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Comportamiento fisiol—gico y de
sensibilidadin vitro de aislamientos
de Sporothrix schenckimantenidos
18 a—o0s por dos mZtodos de
preservaci—n

Mireya Mendoza, Primavera Alvarado, Elvia D’az de Torres,
Lilianyel Lucena y Maria C. de Albornoz

Se compararon dos mZtodos de preservaci—n de hongos, el de Castellani y el
de resiembra en medio Sabouraud-agar en cinco aislamientos de Sporothrix
schenckii preservados durante 18 a—0s a temperatura ambiente por ambos
procesos. Se evalu— la viabilidad de las cepas, velocidad de crecimiento,
caracter’sticas morfol—gicas, fisiol—gicas y la sensibilidadn vitro frente a
yoduro, itraconazol, terbinafina y posaconazol. Pudimos apreciar un 100% de
viabilidad en todos los aislamientos, con una disminuci—n en la velocidad de
crecimiento en los preservados en agua en comparaci—n con los de cultivos
peri—dicos. Por ambos mZtodos, los cultivos conservaron los caracteres
morfol—gicas t'picos del hongo. Sin embargo, en cuanto a la actividad
enzimitica se observ— en ambos grupos actividades ureasa y § glucosidasa,
encontrfndose s—Io en los aislamientos que ven’an preservados en agua,
completa inhibici—n de la capacidad de hidr—lisis del almid—n. Este grupo
tambiZn mostr— ser mas sensible al yoduro de potasio a la concentraci—n de
10 UM en los ensayos de sensibilidad in vitro.

Sporothrix schenckii, Preservaci—n, Caracter’sticas morfol—gicas,
Sensibilidad in vitro, Yoduro pottsico

Physiological comportment andn vitro sensitivity of
Sporothrix schenckiisolates maintained for 18 years
by two preservation methods

We compared two methods for the preservation of fungi, CastellaniOs method
and repeated passage in Sabouraud medium-agar, on five isolates of Sporothrix
schenckii that were preserved for 18 years at room temperature by both
procedures. They were evaluated for viability of the strains, growth rate,
morphological and physiological characteristics, and in vitro sensitivity to iodide,
itraconazole, terbinafine and posaconazole. 100% viability was observed in all

of the isolates, with slower growth rate on strains preserved in water compared
to strains periodically re-cultured. The typical morphological feature of these
fungi was preserved by both methodologies. With regard to enzymatic activity,
both groups gave urease reactions and were § glucosidase-positive.
Nevertheless, complete inhibition of the capacity to hydrolyse starch was
observed only on the isolates preserved in water. This group also was more
sensitive to potassium iodide at a concentration of 10 pM in the in vitro
sensitivity tests.

Sporothrix sckenckii, Preservation, Morphological characteristics,
In vitro susceptibility, Potassium iodide
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La esporotricosis, causada por el hongo dim—rfico Caracter’sticas morfol—gicdsl. aspecto macrosc—-
Sporothrix schenckiies una micosis de distribuci—n mun- pico se determin— por medio de una evaluaci—n visua
dial, principalmente tegumentaria con una diverdide _ directa de los cultivos en sus condiciones inicalea
formas cl'nicas, su diagn—stico se lleva a cabo a travZs devaluaci—n microsc—pica se llev— a cabo por cbserva
estudio micol—gico (examen directo y cultivo), histol—gic@l microscopio —ptico del cultivo te—ido con azul de lacto-
e inmunol—gico [1]. fenol.

La preservaci—n de los cultivos de este hongo pat—- Viabilidad. Los aislamientos d§. schenckipreser-
geno, as’ como de otros, ha sido de interZs para colecciorados por ambos mZtodos fueron resembrados en agar
nes de hongos, estudio e investigaci—n. El primer mZtodglucosado de Sabouraud para estimar su supervivencia.
de preservaci—n de hongos fue descrito por Sherf [25] en Dimorfismo y termotolerancia.os aislamientos
aceite mineral, demostrando ser un procedimiento cetil aunsables se incubaron en medio Sabouraud TiaminaAsp
que, dependiendo del hongo, puede influir sobre la viabili-ragina a 35, 37 y 42 {C con el fin de evaluar su capacidad
dad, morfolog’a y dimorfismo [19]. As’, se ha encontrado de reversi—n y su termotolerancia. Cada 15 d’asnfue
que Blastomyces dermatitidig S. schenckisobreviven resembrados en el mismo medio y evaluados en sus aspec-
mejor con este mZtodo gtlistoplasma capsulatuifi 6]. tos macro y microsc—pico.

En Paracoccidioides brasiliensise ha observado que la Actividad 8-glucosidaséEn todos los aislamientos
preservaci—n prolongada en aceite mineral puede alterarda midi— la actividad §-glucosidasa [2]. El ensayo se rea-
patogenicidad del hongo [20]. . liz— por duplicado en placas de microtitulaci—n. Las lectu-

Se han venido ensayando otros mZtodos para etas se efectuaron a travZs del programa de un analizador de
mantenimiento de los cultivos faengicos: el mZtodo de Casmfgenes (FluorS-BioRad, EE.UU.).
tellani [11], resiembras peri—dicas, conservaci—n de espo-  Actividad ureasaTodos los aislamientos fueron
ras en tierra, arena o silicagel, liofilizaci—n, o congelaci—noculados en tubos de ensayo que conten’an caldo de urea
en nitr—geno I'quido [4,10,13,16], quedando sujeta la elece incubados a temperatura ambiente durante 48 h. Un ais-
ci—n del mZtodo a la disponibilidad de cada laboratorio y famiento deCryptococcus neoformangr. neoformanse
la garant’a que el procedimiento pueda brindar en_cuanto atiliz— como control positivo. La producci—n de ureasa es
preservaci—n de la viabilidad y estabilidad gemZ8m positiva cuando se observa viraje del medio a color fucsia
embargo, entre todos estos mZtodos, el de CasteHlan en los tubos de ensayo.
mostrado ser de gran utilidad por su sencillez y econom’a. Hidr—lisis del almid—os aislamientos se inocu-
Ademis, se ha demostrado la viabilidad en un alto porcentaron en placas de Petri conteniendo agar-almithetn,
taje de los hongos pat—genos, independientemente degtndose a temperatura ambiente durante 5 d’as. Posterior-
tiempo de conservaci—n [4,8,27], as’ como de hongos filanente, el medio se cubri— con 10 ml de alcohol al 95%. La
mentosos [6], del grupo Basidiomycotina [7] y deost  presencia de un halo hialino alrededor de la celdne
grupos [3]. Cultivos dés. schenckimantenidos por este  considerado como resultado positivo [17].
mZztodo han demostrado un 100% de preservaci—n de la Licuefacci—n de gelatinaos aislamientos se sem-
viabilidad y la morfolog’a en aislamientos mantesid  praron en medio de agar-gelatina, se incubaronndeira
desde 7 meses hasta 23 a-os [4,27], y estabiliddd d 5 d'as a temperatura ambiente y luego se colocduen
patogenicidad en aislamientos preservados duré¥61  rante 15 min a 18 jC. En este caso, se valor— la hidr—lisis
a—os [9]. _ o . ~ . dela gelatina.

Las caracter'sticas fisiol—gicas de 49 aislamientos Sensibilidad in vitroLas pruebas se realizaron por
de S. shenckimantenidos por subcultivos fueron descritas e| mZtodo de microdiluci—n segoen documento M38-A del
por Ghost y col. [14]. Sin embargo, no existen &dat  NCCLS [21]. Para estos ensayos se emplearon cultivos de
fecha publicaciones sobre las caracter'sticas fisiol—gicas 5 d’as de cada hongo en agar glucosado de Saboaraud
de, sensibilidadn vitro de este hongo preservado por el temperatura ambiente. A partir de estos, se prepar—
mZtodo de Castellani. Por tal raz—n, en el presente estudip—culo de trabajo de 3 % tonidias/ml en medio RPMI
se evaluaron, ademis de la viabilidad, pureza y morfolog'a1640 suplementado con 10 g/l de glucosa tamponado con
de los cultivos preservados, las caracter'sticas fisiol—gicagOPS a pH 7. Los antifeengicos ensayados fueron: itraco-
y de sensibilidadh vitro a yoduro, itraconazol, terbinafina  nazol (Janssen, BZIgica), terbinafina (Novartisstfalia)

y posaconazol de cinco aislamigntosSdeshenckimante-  y posaconazol (Schering-Research Institute, Aleajani
nidos durante 18 a—os por el mZtodo de Castellani respecigara los cuales se emple— como disolvente dimetil sulf—-
a su conservaci—n mediante resiembras sucesivas cada %efo (DMSO); tambiZn se ensay— el yoduro de potasio
meses en agar glucosado de Sabouraud. que se disolvi— en agua. Cada ffrmaco se prepsra— a
concentraci—n madre de 1 mg/ml con el diluyente respec-
tivo. Posteriormente se prepararon en RPMI 1640 las con-

Material y mZtodos centraciones de 10 pM, 30 pM, 100 pM, 300 puM, 600 pM,
1mM,3mMy5mM.
Organismos.Cinco aislamientos cl'nicos ds. Para los ensayos de sensibilidad se colocaron 100 pl

schenckii(cepas: 4526, 5000, 4702, 4513, 2888), fueronde cada uno de los antifeengicos en cada pozo w100

mantenidas por 18 a—os en dos condiciones diferentes: patel in—culo de trabajo del hongo. Como control se coloc—

resiembras trimestrales en agar glucosado de Sabouraude} in—culo sin el ffrmaco, que fue sustituido pedim

en agua destilada estZril, en ambos casos a tetmgera RPMI 1640. Las placas fueron incubadas a 28 jdi-rea

ambiente. Como control se utiliz— un aislamieriticol zndose las lecturas cada 48 h durante 12 d’as en un lector

mis reciente (6 meses) 8eschencki(cepa 9254). de placas de microtitulaci—n (BT 2000 Microkinetics Rea-
Los aislamientos mantenidos por el mZtodo de Cas-der, BioTek Instruments, Inc, EE.UU.) a una dendida

tellani se prepararon introduciendo peque—os fragose = —ptica (DO) de 490 nm.

de un cultivo fresco de la cepa a mantener en tubos para En cada grupo de hongos, se estim— la concen-

serolog’a con 5 ml agua destilada estZril. La tapa se selltaci—n m’nima inhibitoria (CMI, concentraci—n eué&

con parafilm, realizfndose una revisi—n semestral y reposse inhibe el crecimiento visible del hongo) y lasqgen-

ci—n de agua estZril en caso de evaporaci—n durante todtags de inhibici—n de cada antifeengico, en fumgl—n

periodo de mantenimiento transcurrido. control.
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Con los pocillos controles se evalu— la cinZtica y
partmetros de crecimiento [22] de cada ung de los aisla
mientos del hongo mantenidos por los dos mZtodos de pre
servaci—n.

Antlisis estad’sticodPara evaluar de forma global
el comportamiento de los aislamientos en funci—asde
pruebas realizadas, se emple— un anflisis mudtivari
empleando una matriz de datos binarios basado en pr
sencia 0 ausencia de caracteres. Se realiz— un antlisis
clusters mediante el mZtodo de Farthest Neighbour y el
coeficiente de Jaccard’s, utilizando el programdtiMu
Variate Statistical package (MVSP).

Los resultados obtenidos con los ensayos de sensi
bilidad in vitro tambizZn fueron estudiados por medio de un
antlisis de varianza de rango. &

Resultados

Estudios morfol—gicoAl observar la morfolog’a )
de los aislamientos mantenidos en agua, estos anmstr | i " - 1 ‘I
mayor cantidad de conidias pigmentadas, redondas y esce ~ . ;4 '
sas hifas, respecto a los aislamientos mantenidos p Far S : o
resiembras trimestrales, en los que hubo predondaio y 4 L5 '}J_,_- —‘ L] .i- o .
hifas delgadas y hialinas. El aislamiento control (Ss 9254);-"‘:':' ' & g
mostr— conidias pigmentadas e hifas (Figura 1). 1° »| . :

Una vez resembrados los cultivos provenientes de 1 r.f' " - . ’
ambos mZtodos de preservaci—n, a los 15 d'as todos m¢ . w .
traron el aspecto caracter’stico 8eshenckiiUno de los L _
aislamientos (4513) mantenido en agua present-saesca " Ih g
contaminaci—n por un moho, pero esto no limit— el reaisl ! 2 8l
miento del mismo. o 4 il o ’

La cepa control (9254) y cuatro de los cinco aisla- A : . ¥ xl-:v'-;‘sr"'"?l:F &
mientos (4513, 2888, 4526 y 5000) mantenidos era agu f e | T }{"‘n.“ »
estZril, desarrollaron colonias de color oscurcs bsla- 2 | . [ =25 | l:I
mientos 4526 y 4702 preservados por ambos mZtodo «* °* n . | .
mostraron comportamiento similar. Los cultivos de la cepay, | o § 1y ¢ Y 'r ;
4526 mostraron colonias oscuras y los de la ce@ 47 p.- k. 2 Ry S RN || “:t
colonias de color claro. i 1" vi-. e =
Microsc—picamente se observ—, por contaje pe ¥ ¥ - —
campo, que los aislamientos preservados en agugrly a ﬁ‘ # "", " iy 'F‘ ; -
glucosado de Sabouraud mostraron entre 75% a 100% d ‘;‘-.'-- L e ¢ ..‘ -.Ir'- 4
hifas delgadas, y un 50% de conidias en forma de gota \ __x*-*' : ™ |* ®
redondas en los aislamientos mantenidos por resgemb ay ¥ q‘x L- :.-‘ 4

-

trimestral. d =l
_— . . _— -y LT -

Crecimiento y dimorfismdEl crecimiento a 35 y ha N ke :
37 iC no mostr— diferencias significativas en los cultivos BT [ : .
provenientes de agua o cultivos trimestrales, observindos .’ o __*l.;» -!. o .
a la segunda y tercera resiembra colonias similares al ais’ T T c . -
lamiento control. Sin embargo, se observ— al microscopi. oo e i
una mayor proporci—n de formas de levadura en los aisl® v . AL
mientos mantenidos en agua (60%), en relaci—noson | =~ ® . 1 : i i A |
cultivos mantenidos por resiembra trimestral (40%). Nin- ‘.l’. -8
goen aislamiento, incluyendo el control, tuvo reversi—n tot:'\ yt i _ i
a levadura, ni creci— a 42 jC. g

Los cinco aislamientos mantenidos por resiembra : |
trimestral mostraron una cinZtica de crecimiento represen s o E? * i ~—

. _ - . % A

tado con un valor medio de yu max = 0,025yhun tiempo . . - i
generamonal (Tg) de 29,67 h, mientras que los aISIamlenT:igura 1. Tinci—n con azul lactofenol de los aislamientos deS. schenckii
tos mantenidos en agua mostraron un valor menor mediQonservados durante 18 a-os: (a) 4513 mantenido en agua, (b) 2888
de pmax (0,024 y un Tg de 34,04 h. Se pudo apreciar mantenido por resiembra trimestral y (c) 9254 aislamiento control (x400).
que los cultivos preservados en agar glucosado de Sabou-
raud tuvieron un Tg menor que los mantenidos em,agu
valor que fue mits cercano al obtenido con el aislamientanidos en agua y por cultivo peri—dico (4702 y 4526) fue-

control (Tabla 1). ron positivos, siendo el resto de los cultivos (75%) negati-
Ensayos biogu’micogCon respecto a las pruebas vos en esta prueba. Los aislamientos mantenidos por
biogu’'micas, todos los aislamientos 8e schenckipre- resiembra trimestral mostraron capacidad de degrada

sentaron actividad §-glucosidasa y ureasa. En cuanto a lalmid—n, actividad que no se detect— en los preservados en
licuefacci—n de gelatina, dos aislamientos (25%}ena agua.
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Ensayos de sensibilidad in vitr&n relaci—n a las
pruebas de sensibilidad, todos los aislamientos mostrarol A
porcentajes entre 95 y 100% de inhibici—n con terbinafing
itraconazol y posaconazol, encontrtndose en su maayo H c
un valor de CMI de 10 uM. Con el yoduro de potasio se : G,
observ— efectos dosis-dependiente (Figura 3). —

Por medio de la prueba de varianza de rango se & I{'F_\‘ ] Q
demostraron efectos significativos con la concentraci—n d \g‘ D |
10 pM de yoduro de potasio, a la cual los aislamientos pre: ., a J B
servados en agua fueron mis sensibles que_los aislamie 513 Tann e
tos mantenidos por repique trimestral, obteniZndose un va
lor de Chi cuadrado de 0,02 con una probabilidad de 0,89.

El antlisis declusters(Figura 4) permiti— agrupar a Figura 2. Cultivos de S. shenckii preservados durante 18 a-os en medio
los aislamientos en dos grandes grupos, el primero constidlucosado de Sabouraud a temperatura ambiente a) provenientes de agua
tuido s—Io por las muestras mantenidas en agua’(451b) resiembra trimestral y c) aislamiento control.

4526, 5000 y 2888) y el segundo grupo por una muestra de
agua (4702) y todas las muestras mantenidas por resier
bra trimestrales (4513, 4526, 5000, 2888, 4702jo Es

—i— ool | Eealameedio S000

permiti— evidenciar diferencias en la respuesta de los a —-— ¥ =
lamientos frente a los dos mZtodos de preserva&ie-n. py | e B

7l H H <= i KI o
observ— que todas las rZplicas de los aislamientos pres it I

taron el mismo comportamiento funcional entre s’ y, a la
vez, cierto grado de disimilitud entre todas lasesitas 'TE
con excepci—n de 4513 y 5000 (mantenidas por resiemt &
trimestral) que mostraron un comportamiento id#ntic =
formando un grupo de identidad que puede observarse ¢
el clustercomo la zona punteada (Figura 4). Ambos aisla-
mientos tuvieron la capacidad de hidrolizar almid—n y pre
sentar una baja respuesta al exponerlos a concentracior o=
de yoduro de potasio de 10 pM para inhibir su ereci
miento.

De los aislamientos en agua, el 5000 reverti—a 35 j( 40
y present— mayor inhibici—n a la concentraci—n de 10
de yoduro de potasio, a diferencia de los aislamientos prc Tiempa (homs)
venientes de resiembra trimestral. La cepa 451&S5epf Figura 3. Efecto dosis dependiente del yoduro de potasio sobre el
vada por ambas v’as se diferenci— en cuanto a que mantétamiento 5000 de S. schenckii mantenido en agua.
nida en agua perdi— la capacidad de hidrolizar el almid—n
e inhibi— su crecimiento con yoduro de potasio a la conr-

=i Sl K] —

=
ot

(m]

centraci—n de 5 pM. El aislamiento 4526 mantemdo e Farthest neighbour
agua mostr— reversi—n a 37 {C e inhibici—n de su des: el
llo con yoduro de potasio a 10 uM, lo contrariolde L 1 s
observado con la 4526 de resiembra trimestral. Los aisle | L5
mientos 4702 y 2888 mantenidos en agua y en resiembi _:f‘
trimestral, se diferenciaron entre s’ por la deficiencia que 4::“:-.
present— la mantenida en agua para hidrolizar el almid- 2
] 45346
. . LT Tr
Discusi—n ' Ih;ﬁ
~ s
Varios mZtodos de preservaci—n de hongos han si S
evaluados y discutidos en la literatura [16,19,283]. vt LERE .
mZtodo de Castellani [11], sigue siendo uno denids v | asia i
pricticos, sencillo y econ—mico, que ha mostrado € e i
muchos casos entre un 90 y 100% de viabilidad en leve LA ;
duras y hongos filamentosos del ambiente [9,18,24], i Lo
como la preservaci—n de las caracter’sticas delocyl : : ; : > ] '
patogenicidad de las cepas [5,6]. 0. e 0 LU !
En nuestro estudio evaluamos el efecto que tuvie
ron dos mZtodos de preservaci—n, el de Castelkni y Jaceard's Cocllicient

de (e5|_gmbra trimestral en medio de S_abour_a_Ud agar, SObrlﬁ'gura 4. Antlisis de clusters para comparar el comportamiento de los
la viabilidad, caracter’'sticas morfol—glcas, fISIO|—gIC&S Yy |a§Iamientos mantenidos en agua y resiembra trimestral, empleando el
sensibilidadin vitro de cinco aislamientos d&. shenckii ~ mztodo de Farthest Neighbour y el coeficiente de Jaccard.
mantenidos durante 18 a—0s por ambos mZtodos.

Hemos observado el 100% de supervivencia de
los aislamientos mantenidos en agua estZril durhBte
a—0s. Resultados similares han sido descritos en diferentes En cuanto a la morfolog’a, al igual que otros auto-
especies de hongos preservados en agua durang92 a res [6,27], no se observaron cambios significatiensel
a—os [6,8]. Un porcentaje bajo (20%) de contamiraci aspecto macro y microsc—pico del cultivo a temperat
fue encontrado con este mZtodo, lo que no supuso uambiente y 35 jC, sin embargo se encontr— mas heteroge-
impedimento para el reaislamiento de la colonia. neidad en las formas de las conidias (redondadesva
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Tabla 1. Parfmetros cinZticos de los cultivos de S. shenckii mantenidos durante 18 a—os en agua, resiembra trimestral y aislamiento control.

Aislamientos mantenidos en agar glucosado

de Sabouraud Aislamientos mantenidos en agua

Aislamiento
pmax (h*) Tg (h) pmax (h) Tg (h)
4526 0,014 49,50 0,014 49,50
5000 0,031 22,35 0,016 43,31
2888 0,026 26,65 0,048 14,43
4513 0,033 21,00 0,022 31,50
4702 0,024 28,87 0,022 31,50
Valor medio 0,025 29,67 0,024 34,04
Control 9254 0,033 21,00 b b
mixtas) en los cultivos que ven’an mantenidos en agua. La Con respecto al ordenamiento daisterse puede

presencia de esporas pigmentadas y la degeneraci—n de déasablecer que las muestras mantenidas en agua presentan
hifas fue un carfcter t'pico de los aislamientoSdehenc-  un mayor porcentaje de disimilitud que las mantasid
kii preservados en agua durante un periodo largo. bajo resiembras trimestrales, bisicamente por sjpsca

En muchos estudios realizados sobre este tema stos: las muestras de agua se distribuyen en dos grupos y, a
ha venido evaluando la viabilidad, la tasa de crecimiento,su vez, las distancias de agrupamiento entre las muestras
contaminaci—n y supervivencia del hongo preservado [22Zon mayores que para las de resiembra trimestral.
sin embargo, poco se ha considerado la cinZtica de creci- Por orden correlativo de mayor a menor se puede
miento que estos hongos presentan despuZs de cortos o lastablecer el grado de similitud entre las muestras de agua
gos periodos de preservaci—n. En este estudio pudimason la siguiente secuencia: 2888, 4526, 4513, 5000
constatar que los aislamientos$leshenckipreservados en 4702, y, para las mantenidas por resiembra triraestr
agua presentaron un mayor tiempo de generaci—n que los d&13, 5000, 4702, 2888 y 4526, observindose qu&eno
resiembra trimestral, posiblemente debido al largo per'odomantiene el mismo perfil de diferenciaci—n entre el com-
de latencia al cual estuvieron sometidos. Sin embargo, estgortamiento de los aislamientos bajo los dos mstatio
no pareci— alterar su capacidad de reversi—n a 35 y 37 pgservaci—n. Esto permite sugerir que la viabilida
ya que el 60% de los aislamientos mostr— las fodmas comportamiento de un aislamiento no va a depender ceni-
tabaco (levaduras). La patogenicidad de los aiglatos camente del mZtodo por la cual se mantiene, sino tambiZn
mantenidos en agua tampoco se vio alterada, ya que fuedel origen del mismo.
ron capaces de producir orquitis en ratones NMRI que fue- En este trabajo se demuestra una vez mis la efica-
ron inoculados con estos cultivos (datos no mostad  cia del mZtodo de Castellani para la preservaci—n de la via-

Otras propiedades bioqu’'micas como la presenciabilidad de cultivos de5. shenckidurante 18 a—os, as’
de §-galactosidasa, ureasa y la producci—n de enzimas demo la estabilidad de muchas de sus caracter'sticas mor-
tipo proteol'tico, no parecieron sufrir alteracisnen los  fol—gicas, fisiol—gicas y de sensibilidaditro. Sin
dos grupos evaluados 8e shenckiiSin embargo, la capa- embargo, algunas de sus propiedades pueden verse altera-
cidad de degradar almid—n se vio completamente inhibiddas, lo cual nos sugiere la importancia de realizar estudios
en los aislamientos preservados en agua, posiblemen que nos permitan un seguimiento y evaluaci—n del efecto
como un mecanismo de reserva energZtica por epdiem de los mZtodos de preservaci—n, as’ como de las alteracio-
prolongado sin ningoen tipo de sustrato policarbmnad nes fisiol—gicas u otras introducidas por el mZtado
Resiembras sucesivas en medio de cultivos e inoculaci—auales podr'an atenuarse a travZs del tiempo, ypce
en animales de experimentaci—n, podr'an aclaestesi resiembras sucesivas o por inoculaci—n en animeles
efecto observado por el mZtodo de preservaci—n es revexperimentaci—n. Estudios de biolog’a moleculargod
sible. La actividad proteol'tica de los aislamientos no fue ser en un futuro de gran valor para evaluar la estabilidad
alterada por ninguno de los dos mZtodos. genZtica de los aislamientos mantenidos durants.a—o

Un aspecto, hasta ahora no evaluado en los cultivoConsideramos que este estudio representa una cipenta
preservados tanto por el mZtodo de Castellani qoono  cetil y una_alerta en cuanto al efecto que podr'an tener las
otros, es la sensibilidad vitro. En nuestro estudio pudi- diversas tZcnicas de mantenimiento en la preservaci—n de
mos apreciar que los aislamientos preservados por los ddss cultivos durante largos periodos de tiempo esdas
mZtodos aqu’ evaluados fueron sensibles a los €bsna cepas que se emplean como refencia en investigaci—n.
ensayados. S—Io la respuesta a yoduro de potasio fue dife-
rente, siendo los aislamientos preservados en agisa
sensibles a la concentraci—n de 10 pM.

Es bien conocida la eficacia del yoduro de potasio
en el tratamiento de la esporotricosis. La literatura refiere

que Zste contribuye a reforzar la actividad fagoc'’tica de los Alos bachilleres Miguel Torres, JosZ Maldonado,

leucocitos p(.)“m.orfonUCIeares' dlsr.nm.u.'da en pateen Romel Aponte y Carola Hernfndez, estudiantes del
con esporotricosis [15] mas no en individuos sdads Colegio Unidad Educativa Nacional OJuan EscalonaO
Sin embargo, el efecto directo del yoduro sobre el hongo Caracas-Venezuela, por la valiosa colaboraci—n que
se cree que es nulo [26], lo que nos hace sugeerla brindaron en este estudio.

sensibilidadn vitro mostrada en este trabajo por los aisla-
mientos preservados en agua podr'a estar asocidda m
bien a alguna alteraci—n inducida por la forma de preser-
vaci—n del hongo.
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