Rev Iberoam Micol 2007; 24: 317-319

Aislamiento de Sporothrix schenckii
del medio ambiente en Venezuela

Mireya Mendoza, Elvia Diaz, Primavera Alvarado, Efrén Romero y
Maria Cecilia Bastardo de Albornoz

Laboratorio de Micologia, Instituto de Biomedicina. Apartado Postal 4043, Caracas 1010A, Venezuela

Resumen

El hongo dimorfo Sporothrix schenckii es el agente causal de la esporotricosis,

micosis subcutanea frecuente en América Latina. El aislamiento de este
hongo del medio ambiente y de otras fuentes ha sido descrito. Hasta donde
tenemos conocimiento, no se tienen publicaciones de su aislamiento de las
regiones endémicas del territorio venezolano. En el presente trabajo, un caso
clinico de esporotricosis en Colonia Tovar, producido por traumatismo
después de manipulacion de tierra, permitio el aislamiento del hongo del
suelo, siendo este el primer caso documentado en Venezuela de aislamiento
de S. schenckii del medio ambiente de un area endémica.
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Isolation of Sporothrix schenckii from environmental
samples in Venezuela

Summary

The dimorphic fungus Sporothrix schenckii is the etiological agent of

sporotrichosis, a subcutaneous mycosis frequently found in Latin America.
The isolation of this fungus from the environment and other sources has been
widely reported. Nevertheless, to our knowledge this fungus has not been
isolated from the endemic areas of Venezuela. In studies related to a clinical
case of sporotrichosis in “Colonia Tovar”, produced by traumatism after
manipulating soil samples, the fungus was isolated from the soil of that
particular area. This is the first report of the isolation of S. schenckii from
environmental sources in an endemic area of Venezuela.
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Sporothrix schenckii es un hongo dimorfo, que se
desarrolla en la tierra, restos vegetales y plantas [12,16].
Es el agente causal de la esporotricosis, micosis subcuta-
nea del hombre y otros mamiferos [14,15], frecuente en
América Latina, donde prevalece un clima tropical, con
suelos de alto contenido orgdnico y temperaturas maximas
de 31 °C [15]. Afecta principalmente a granjeros, agricul-
tores y veterinarios [2,5]. En cuanto al aislamiento de
S. schenckii del medio ambiente y de otras fuentes, existen
varios trabajos en la literatura [7,12,13]. Sin embargo, no
tenemos conocimiento, hasta la fecha, de ningin hallazgo
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en la zona de Colonia Tovar o en otras regiones endémicas
del territorio venezolano. Orientados por un caso clinico
de esporotricosis, se realizé por primera vez el aislamiento
del hongo del medio ambiente de un area de Venezuela.

Se trataba de una mujer de 51 afos, raza blanca,
que residia en Colonia Tovar, Estado Aragua, pueblo mon-
tafloso ubicado a 60 km al suroeste de Caracas, que pre-
sentaba una lesién granulomatosa en el dedo indice de la
mano derecha, de 2 cm x 1 cm de diametro, no dolorosa,
producida por un traumatismo durante la preparaciéon de
tierras para fertilizacién. Se llev a cabo el estudio mico-
l6gico y las pruebas intradérmicas con esporotriquina [6] y
leishmanina [4]. La paciente presentd una reaccidén posi-
tiva sélo a la esporotriquina de 10 mm x 15 mm de indu-
racion. Esta prueba es positiva en el 98% de los pacientes
con esporotricosis, y es uno de los mejores métodos para
orientar al diagnostico [1]. El tratamiento con yoduros
logré una remisién completa de la lesién. El aislamiento
del hongo no fue posible por contaminacién del cultivo.

Se procedio a la recoleccién de dos muestras (200 g)
de tierra, abonada y no abonada, del sitio donde la paciente
preparaba la tierra. Estas fueron transportadas al laborato-
rio para su procesamiento, empleandose para su analisis
los métodos directo e indirecto descritos por Mackinnon y
cols. [12].

Se utilizaron cinco tubos de ensayo de 20cm x 2,2 cm
para cada muestra. Se adicion6 a cada uno 5 g de muestra
de tierra, con y sin abono, por separado, 25 ml de solucién
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salina con cloranfenicol, con concentracién de 150 mg/l, y
3 g de perlas de vidrio estériles. Los tubos fueron agitados
durante 1 min en vortex, y se dejaron reposar durante 20
min. Los sobrenadantes de cada muestra fueron procesados.

Aislamiento del hongo por método directo. Del
sobrenadante de cada tubo se sembraron diez placas de
Petri conteniendo medio Mycosel® (Himedia Laborato-
rios, Mumbai-India), a razén de 0,5 ml/placa. Estas se
incubaron a temperatura ambiente, controlando a diario, y
bajo lupa, el crecimiento. Las colonias con caracteristicas
macroscopicas compatibles con S. schenckii fueron exami-
nadas microscopicamente con tincién de azul de lactofenol
y subcultivadas.

De las 100 placas evaluadas se obtuvieron dos colo-
nias (S1 y S2) compatibles con S. schenckii de las tierras
con abono, y una (S3) de las tierras sin abono. Las placas
presentaron colonias de color crema, que posteriormente
se tornaron marrén en su centro. Al microscopio se obser-
varon hifas delgadas, hialinas, septadas y ramificadas con
abundantes conidias redondas y ovales dispuestas a lo
largo de la hifa y en ciimulos en la regién terminar del
conidi6foro de tipo simpodial.

Aislamiento del hongo por método indirecto. Bajo
aprobacion del Comité de Etica, 0,5 ml de cada sobrena-
dante fue inoculado en cuatro ratones machos Balb/c, por
via intraperitoneal. Se sacrificaron a partir del dia 30, con
remocién y siembra del higado, bazo y pulmén en placas
de Petri con medio Mycosel®.

De 40 ratones examinados, se logro aislar una colo-
nia (S4) a partir del bazo de un ratén inoculado con tierras
abonadas. El cultivo mostré un color marrén oscuro, al
microscopio de luz, hifas delgadas hialinas septadas y
ramificadas, con abundantes conidias pigmentadas dis-
puestas a lo largo de las hifas, y en forma de rosetas en el
tope de la célula conidiégena.

Para la reversion a levadura, los aislamientos S1,
S2, S3 obtenidos y un aislamiento control (n® 9862) de
S. schenckii, de un paciente diagnosticado en el Laborato-
rio de Micologia, Instituto de Biomedicina, fueron sembra-
dos en medio Sabouraud tiamina-asparagina, e incubados
a 35 °C. Se llevaron a cabo de tres a cuatro subcultivos
hasta obtener un 95-99% de reversion. Los cultivos mos-
traron colonias de aspecto pastoso color crema. Al micros-
copio se observaron levaduras redondas, ovales y las tipi-
cas formas alargadas de “cigarro”. El aislamiento obtenido
del ratén también mostrd reversion.

Para la produccién de exoantigenos especificos, los
cultivos problema y el control, fueron evaluados por el
método de Kaufman y Standard [9]. Los aislamientos se
sembraron en placas de Petri con medio Sabouraud dex-
trosa agar, incubando durante 10 dias. Posteriormente,
cada cultivo fue cubierto con solucidn salina estéril, dejan-
dose en plataforma de agitaciéon durante 30 min. El sobre-
nadante fue filtrado a través de filtro millipore® (Millipore
Corporation, Massachussets, USA), obteniéndose los ex-
tractos antigénicos. Estos se ensayaron por inmunodifu-
sién doble con un suero de paciente de esporotricosis. Los
aislamientos problema y el aislamiento control presentaron
lineas de precipitacién frente al suero de paciente de espo-
rotricosis (Figura).

Por otra parte, los cultivos sospechosos y el control,
fueron inoculados en ratones Balb/c (10* conidias/ml), por
via testicular. A los 20 dias post-inoculacién no se observé
inflamacién significativa de los testiculos, posiblemente
por ineficiencia del inoculo. Los ratones se sacrificaron, y
se procedi6 a la remocién y procesamiento de los testicu-
los para la siembra en medio Sabouraud-dextrosa agar, y
se logré el aislamiento de colonias oscuras compatibles
con S. schenckii en todos los casos.

Figura. Prueba de exoantigenos con los aislamientos de Sporothrix

schenckii obtenidos del ambiente.

1. Antigeno control de Sporothrix schenckii.

2. Exoantigeno control de Sporothrix schenckii, aislamiento de paciente
(9862).

3. Exoantigeno de Sporothrix schenckii aislado de ambiente (S1).

4. Exoantigeno de Sporothrix schenckii aislado de ambiente (S2).

5. Exoantigeno de Sporothrix schenckii aislado de ambiente (S3).

A. Suero de paciente con esporotricosis.

En Venezuela la esporotricosis constituye la mico-
sis subcutdnea de mayor incidencia en el drea urbana. Las
zonas mas afectadas son los estados centrales, Mérida, San
Cristébal y Bolivar [1]. Entre los estados centrales tene-
mos el estado Aragua, donde se encuentra el pueblo de
Colonia Tovar, que tiene una altitud de 1.800 m sobre el
nivel del mar, temperaturas entre 14 °C y 21 °C, humedad
relativa del 58% y vegetacién predominante de bosque
nublado en las zonas altas. Las condiciones geogréficas y
climaticas de esta region son favorables para el desarrollo
del hongo [10,11]. Ademads, el grupo mas frecuente de la
poblacién son agricultores, lo cual concuerda con la alta
incidencia de casos de esporotricosis, hasta diez casos por
aflo en esa region y entre tres y siete casos a nivel nacio-
nal [3]. Sin embargo, no se ha documentado el aislamiento
del hongo del medio ambiente en este pueblo, ni en otras
zonas endémicas de esporotricosis en Venezuela. Solo se
tiene conocimiento de un aislamiento ambiental a partir de
una planta procedente de bosque xeré6filo de espinar en
una zona semi drida del estado Falcon [8], region que pre-
senta una temperatura anual superior a 24 °C y precipita-
ciones hasta 800 mm anuales, siendo la zona de mayor
endemicidad de cromoblastomicosis en nuestro pais [18].
Este hallazgo no ha podido ser repetido. De ahi nuestro
interés de intentar el aislamiento de S. schenckii de la zona
endémica de Colonia Tovar, orientindonos por un caso cli-
nico de esporotricosis en dicho lugar.

En este estudio, el método directo fue mas efectivo
para el aislamiento del hongo del medio ambiente, obte-
niéndose tres aislamientos, y solo uno por el método indi-
recto, este dltimo con la ventaja de aislarse en cultivo
puro. La baja eficiencia de aislamiento en el ratén pudo
estar relacionada con el grado de contaminacién microbio-
l6gica de la muestra.

En este trabajo, el aislamiento de S. schenckii de
tierras del pueblo de Colonia Tovar, relacionado con un
caso clinico de esporotricosis cutdnea fija, nos permite
confirmar por primera vez en Venezuela la presencia del
hongo en muestras del medio ambiente de un drea endé-
mica, lo cual da base para futuros estudios epidemioldgi-
cos tanto de esa zona como de otras de caracteristicas
similares.
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