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RESUMEN

Antecedentes: La esporotricosis causada por el hongo dimorfo Sporothrix schenckii puede presentar una
gran diversidad de formas clinicas. El diagndstico de laboratorio se lleva a cabo por estudio micolégico y
serolégico. Muy pocos estudios se han enfocado a la evaluacion de su diagndstico molecular.
Objetivo: Ensayar la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada en el diagndstico de la
esporotricosis experimental en 6rganos de ratones y compararla con los estudios micoldgico y serolégico.
Métodos: Ratones BALB/c fueron inoculados con concentraciones crecientes de las 2 fases morfoldgicas
del hongo. Los animales fueron sacrificados un mes después de la inoculacién, evaludndose muestras de
higado, bazo, pulmén y testiculo para el estudio micolégico (examen directo y cultivo) y molecular por
PCR anidada, y muestras de sangre para la captacién de anticuerpos especificos contra S. schenckii por
inmunodifusion doble.
Resultados: Los resultados de patogenicidad con las diferentes concentraciones del hongo, y el aislamiento
del mismo por cultivo mostraron pocas diferencias en el estudio de las muestras de los 6rganos infectados
con las 2 fases morfolégicas de S. schenckii. En las muestras de ratones inoculados con la fase micelial los
porcentajes de positividad del cultivo y examen directo fueron mayores (100 y 37,5%), en comparacién
con los encontrados con los de levadura (73 y 2%). Sin embargo, en el diagnéstico molecular por PCR
anidada, en estas Gltimas muestras, los porcentajes de positividad fueron mayores (75%), encontrandose
con el micelio un 43% de resultados positivos. La deteccién de anticuerpos especificos fue positiva en el
100% de todos los grupos de ratones infectados.
Conclusiones: En el estudio de la esporotricosis experimental en ratones, el cultivo demostr6 ser una
herramienta de gran eficacia, asi como también la deteccién de anticuerpos especificos, mientras que la
prueba de PCR anidada y el estudio microscépico resultaron ser de de inferior valor diagnéstico.
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Technical evaluation of nested PCR for the diagnosis of experimental
sporotrichosis

ABSTRACT

Background: Sporotrichosis caused by the dimorphic fungus Sporothrix schenckii can presents in a variety
of clinical forms. Routine diagnosis is made by mycology and serology studies. Few investigations have
been focused on the evaluation of the molecular diagnosis.

Aim: To determine the value of the nested PCR technique for the diagnosis of experimental sporotrichosis
in organs of mice, and to compare the results with the established laboratory diagnostic procedures.
Methods: BALB/c mice were inoculated with growing concentrations of the 2 morphological phases of
the fungus. The infected animals were sacrificed one month later and specimens from liver, spleen, lung
and testicle were obtained to perform wet mount, culture and molecular diagnosis by the nested PCR
technique. Blood samples were obtained for determination of specific antibodies against S. schenckii by
the double immunodiffusion procedure.

Correo electronico: mmendoz@movistar.net.ve (M. Mendoza).

1130-1406/$ - see front matter © 2010 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

doi:10.1016/j.riam.2011.09.002


dx.doi.org/10.1016/j.riam.2011.09.002
http://www.elsevier.es/reviberoammicol
mailto:mmendoz@movistar.net.ve
dx.doi.org/10.1016/j.riam.2011.09.002

M. Mendoza et al / Rev Iberoam Micol. 2012;29(3):120-125 121

Results: The pathogenicity observed with the different concentrations of the fungus inoculated and its
isolation by culture, showed scarce differences in the study of specimens from organs infected with the
2 morphological phases of S. schenckii. Specimens from organs of mice inoculated with the mycelial phase
when studied by wet mount and culture, showed a higher positivity (100 and 37.5%) than those from
mice inoculated with the yeast phase (73 and 2%). However, diagnosis by the nested PCR molecular
technique applied to the latter specimens showed a higher percentage of positivity (75%) and 43% of
positive results coming from animals infected with the mycelial phase. Specific antibody detection was
positive in 100% all groups of infected mice.

Conclusions: In the study of experimental sporotrichosis in mice, the culture, as well as the antibody
detection, was an effective diagnostic procedure, while the nested PCR and microscopic studies had a

lower diagnostic value.
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La esporotricosis es una micosis cosmopolita causada por el
hongo dimorfo Sporothrix schenckii, el cual se encuentra amplia-
mente distribuido en la naturaleza como sapréfito de plantas y
suelos, afectando al hombre y a otros mamiferos. Esta especie era
considerada como la Gnica responsable de producir la patologia.
Sin embargo, estudios moleculares recientes han demostrado que
esta constituye un complejo de especies filogenéticas!2. La infec-
cion se produce la mayoria de las veces como consecuencia de la
inoculacién traumatica del hongo, ocasionando lesiones cutaneas y
subcutaneas muy polimorfas!?; la esporotricosis sistémica puede
desarrollarse a partir de una lesién inicial cutdnea o también con
la inhalacién por conidios. Las formas clinicas mas severas afectan
a pacientes inmunocomprometidos!#415. En América Central, tiene
una mayor incidencia en México. En Sudamérica la prevalencia es
mayor en Brasil®.

En Venezuela la esporotricosis constituye la micosis subcutanea
de mayor incidencia en el area urbana. Las zonas mas afectadas son
los Estados Centrales, Mérida, Tachira y Bolivar!. Su diagnéstico
se realiza regularmente mediante examen micolégico e inmunol6-
gico. Sin embargo, el estudio micol6gico puede presentar una serie
de limitaciones para el diagnéstico, ya que en el examen micros-
copico es dificil la visualizacién del microorganismo a partir de la
muestra clinica, y el estudio por cultivo requiere un lapso de tiempo
de 8 a 20 dias para el crecimiento del hongo y su identificacién. Por
otra parte, el diagnéstico serolégico presenta por lo general baja
sensibilidad en las formas cutaneas fijas3. Estos métodos son tar-
dios en cuanto a la necesidad de un diagnéstico rapido y especifico
de la patologia. Por ello, el ensayo de otras técnicas que permitan
la deteccién del hongo en un lapso corto de tiempo podria contri-
buir a la obtencién de un diagnéstico temprano de la micosis. Como
la mayoria de los hongos dimorfos, S. schenckii se encuentra en el
tejido en forma de levadura, mientras que su fase saprofitica es la
que comdnmente infecta al huésped. Siendo esta fase micelial poco
estudiada en los trabajos de infeccién experimental en ratones, en
esta investigacion se evalu6 el diagndstico molecular por la técnica
de reaccién anidada en cadena de la polimerasa (PCR), empleando
para la infeccién las 2 fases morfolégicas del hongo a diferentes
concentraciones de in6culos, y comparando estos resultados con
los métodos de estudio micolégico y serolégico.

Materiales y métodos
Microorganismo

Se empled una cepa de S. schenckii (4526), obtenida a partir de
una lesién linfocutanea en el antebrazo izquierdo de un paciente
proveniente de Barcelona, Estado Anzoategui, en el afio 1977.
La cepa ha sido mantenida por cultivos trimestrales en medio
Sabouraud-dextrosa agar a temperatura ambiente. La fase fila-
mentosa de la cepa para el estudio se obtuvo por cultivos en medio
Sabouraud-tiamina-asparagina tras 12 a 15 dias de incubacién a
temperatura entre 26 a 28 °C. Para la fase de levadura se llevaron

a cabo cultivos en agar infusién de cerebro y corazén a 37 °C, con
5-8 dias de incubacién.

Animales de experimentacion

Previa revisién y aprobacion del Comité de Bioética del Instituto
de Biomedicina del Hospital Vargas de Caracas, en este estudio se
utilizaron 42 ratones adultos jévenes de 6 a 10 semanas de edad
cepa BALB/c obtenidos del Bioterio del Instituto de Biomedicina. Los
ratones fueron distribuidos en 4 grupos experimentales: 15 rato-
nes para inoculacién con la fase micelial del hongo (grupo 1), 15
para inoculacién con la fase de levadura (grupo 11), 2 ratones como
controles negativos, y adicionalmente otros 10 ratones para inocu-
lacién con la fase de micelio para la posterior obtenciéon de sangre
completa.

Preparacién de inéculos

Fase micelial

Bajo condiciones de esterilidad y bioseguridad, se tomaron
pequeiios fragmentos del cultivo de 13 dias de crecimiento, que
se suspendieron en un homogeneizador de células conteniendo
20 mL de solucién salina estéril; luego se procedi6 a homogenei-
zar hasta lograr la completa disgregacion de los fragmentos. La
suspension resultante fue diluida con solucién salina, hasta ir obte-
niendo una turbidez que se ajusté por comparacién a los patrones
McFarland de referencia: 2, 4, 6, 8 y 10, equivalentes a una con-
centracién aproximada de 6 x 102, 1,2 x 103, 1,8 x 103, 2,4 x 103,
3 x 103 particulas/mL, respectivamente.

Fase de levadura

Colonias del cultivo de 7 dias a 37°C fueron disgregadas con
ayuda de un homogeneizador en 20 mL de solucién salina esté-
ril; luego se llevé a cabo el contaje de las levaduras en camara de
Neubauer y posteriormente se realizaron las diluciones hasta obte-
ner las concentraciones de: 1x 102, 1 x 104, 1x 105, 1 x 108 y 1 x
10° células/mL.

Inoculacién en animales de experimentaciéon

Se inocularon 3 ratones via intraperitoneal con 0,5mL de
cada inéculo preparado con ambas fases morfolégicas del hongo
(grupo 1y grupo 11). El grupo control fue inoculado con 0,5 mL de
solucién salina estéril. Al mes de la inoculacién los ratones de cada
grupo experimental fueron sacrificados.

Por cada ratén se obtuvo sangre por puncioén cardiaca (para
la obtencién de suero y posterior diagnéstico seroldgico), y los
siguientes 6rganos para examen directo y cultivo: higado, bazo,
pulmén y testiculo. Una fraccién de cada érgano fue suspendida
en solucion salina estéril y guardada a -20°C para la extraccién de
ADN y posterior diagndstico molecular por PCR anidada.
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Los 10 ratones adicionales fueron inoculados con la fase de mice-
lio, tomando como referencia los patrones de McFarland 2, 4, 6,8 y
10 particulas/mL (2 ratones por cada concentracion); estos fueron
sacrificados al mes para la obtencién de sangre completa para ser
empleada en el diagnéstico molecular.

Se incluyeron en el estudio muestras de biopsias de pacientes
con diagnéstico comprobado de esporotricosis cutanea fija (3 con-
geladas y 6 embebidas en parafina), con el fin de evaluar la eficacia
del método molecular estandarizado en este estudio en la deteccién
del hongo en este tipo de material.

Diagnéstico micoldgico

Examen directo
Se llevé a cabo por dilaceracién de una pequeiia porcién de cada
6rgano, con formol al 10% y con Clorazol Black E.

Cultivo

La muestra fue seccionada en pequefios trozos y sembrada en
4 tubos conteniendo agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol.
Los tubos se incubaron a temperatura ambiente con lecturas cada
8 dias hasta el mes de cultivo.

Diagnéstico inmunolégico

Se llevé a cabo la deteccién de anticuerpos contra S. schenckii
en los sueros de ratones por ensayo de inmunodifusién doble (IDD)
con el antigeno metabdlico del hongo obtenido en el Laboratorio
de Micologia del Instituto de Biomedicina'3.

Diagnéstico por PCR anidada

La extracciéon del ADN del hongo a partir de sus 2 fases, mice-
lio y levadura, se llevé a cabo a través del kit comercial Wizard
Genomic DNA Purification. Para la extraccién del ADN de los 6rga-
nos extraidos (higado, bazo, pulmén y testiculo) de los ratones
inoculados, se procedi6 a pesar entre 20-40mg de tejido,
afiadiéndose 600 p.L de EDTA (50 mM) pH 8. Se homogeneizd y pos-
teriormente se afladieron 5 pLde liticasa (20 mg/mL). Se continud el
procedimiento segtin el protocolo del kit antes mencionado. El ADN
obtenido fue almacenado a —8°C. Se evalué su calidad mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tinciéon con bromuro de eti-
dio y visualizacién bajo luz UV. El desarrollo de la reaccién tipo PCR
anidada se llevé a cabo segtin los trabajos de Hu et al.® con algu-
nas modificaciones. Los cebadores utilizados son especificos de la
secuencia del gen 18S ARNr de S. schenckii (Gen Bank M85053) y no
del ADN humano u otros patégenos humanos comunes. Las secuen-
cias de los cebadores externos para la primera reaccién eran SS1 5'-
CTC GTT CGG CAC CTT CACA CG -3’; SS2 5'- CGC TGC CAA AGC AAC
GCG GG -3, cebadores complementarios a las posiciones 1007 a
1026y 1311 a 1292 respectivamente, de la secuencia del GenBank
que definen un amplicén de 305 nucle6tidos. Las secuencias de los
cebadores internos de la segundareaccién eran SS3 5'- ACT CAC CAG
GTCCAGACACGATG-3/;SS45'-CGCGGG CTATTITAGCAGGTTAAG
-3’,cebadores complementarios alas posiciones 1146a1168y 1297
a 1275 respectivamente, delimitando una secuencia de 152 nucle6-
tidos. En nuestro estudio se empleé como control positivo ADN de S.
schenckii cepa 4526 en su fase de micelio, a una concentracion total
de 2,7534 p.g/mL, y como control negativo ADN de tejido humano
(DNA K562, PROMEGA) a una concentracién de 655 pg/mL. La mez-
cla de la primera reaccién se llevé a cabo con MgCl, 4,2 mM, dNTPs
2 mM, cebador SS1y SS2 100 pmol/wL de cada uno, Tag DNA 0,38 U,
buffer de Tag 1x, ADN entre 10-0,05 ng/.L. Para la segunda reaccién
se emplearon las mismas condiciones, cambiando solo los cebado-
res por SS3 y SS4. En ambas reacciones se ensayé con un volumen

final de 15 pL. La amplificacion se llevé a cabo en un termocicla-
dor PTC-100 (M] Research, Inc.) bajo las siguientes condiciones
de amplificacién (con las mismas condiciones para la primera y
segunda reaccién): un ciclo de 95 °C durante 5 minutos, 40 ciclos de
95 °C durante un minuto, 63 °C durante un minuto y 72 °C durante
un minuto. Extensién final de 72 °C durante 10 minutos. Se realiz6
la electroforesis de los productos de amplificaciéon en gel de agarosa
al 2% a 80V, que se tifi6 con bromuro de etidio. La visualizacién y
el registro se llevaron a cabo con un transiluminador de luz UV.

Los resultados del diagnéstico de las muestras por érganos fue-
ron analizados en valores porcentuales.

Resultados

Los resultados del diagndstico micol6gico obtenidos a partir de
las muestras de ratones inoculados con las 2 fases morfolégicas del
hongo a diferentes concentraciones no mostraron mayores diferen-
cias.

De los ratones inoculados con la fase de micelio, de un total de
60 6rganos se procesaron 40 (5 ratones murieron antes de la fecha
de sacrificio); con la fase de levadura se evaluaron 48 muestras
(3 ratones murieron antes de la fecha de sacrificio).

La determinacién de la presencia del hongo en los érganos
(higado, bazo, pulmén y testiculo) de los ratones inoculados con
la fase de micelio mostré al examen directo un 37,5% (15/40) de
positividad; 25 muestras fueron negativas (62,5%) (tabla 1). Las
estructuras observadas en el examen directo fueron levaduras ova-
les. Los cultivos de todas estas muestras fueron positivos (100%),
obteniéndose a temperatura ambiente colonias filamentosas de
color beige a marrén. Su evaluacién microscépica con azul de lac-
tofenol mostré hifas delgadas hialinas, abundantes conidios sésiles
dispuestos lateralmente a lo largo de las hifas, y en rosetas en el
apice de las células conidiégenas, caracteristicas compatibles con
el género del complejo Sporothrix. Estudios bioquimicos y molecu-
lares son necesarios para corroborar la especie!2.

Los resultados obtenidos por cada érgano a partir de las dife-
rentes muestras de los ratones inoculados con la fase de micelio
del hongo mostraron en el examen directo del testiculo un 100%
de resultados positivos, seguido por higado, pulmén y bazo (fig. 1).
Contrariamente, con la fase de levadura se obtuvo en el examen
directo solo un 2% de positividad (un resultado positivo de testiculo)
(tabla 1).

Los resultados del aislamiento del hongo por cultivo a partir
de las muestras de los diferentes 6rganos de los ratones ino-
culados con levadura mostraron un 73% (35/48) de resultados
positivos; 13 fueron negativos (27%). Similarmente a los resulta-
dos obtenidos para la fase de micelio con el cultivo, el érgano de
donde se aislé con mayor frecuencia el hongo fue el testiculo,
seguido por higado, bazo y pulmén (fig. 2). Se corroboré la morfo-
logia macro y microscépica de todas las colonias, las cuales fueron
compatibles con el género del complejo Sporothrix.

Tabla 1
Porcentaje de positividad en el diagnéstico de la esporotricosis experimental en
ratones por estudio micolégico, serolégico y molecular

Evaluaciones Micelio Levadura

+ = + =
Examen directo 37,5% 62,5% 2% 98%
Cultivo 100% 0 73% 27%
Serologia-IDD 100% 0 100% 0
PCR/6rganos 43% 57% 75% 25%
PCR/sangre 67% 33% NR NR

IDD: inmunodifusién doble; NR: no realizado; PCR: reacciéon en cadena de la poli-
merasa.
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Figura 1. Porcentaje de positividad segiin examen directo, cultivo y reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) anidada en érganos de ratones inoculados con la fase

de micelio del Sporothrix schenckii.
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Figura 2. Porcentaje de positividad segiin examen directo, cultivo y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada en érganos de ratones inoculados con la fase

de levadura del Sporothrix schenckii.

En el estudio molecular por PCR anidada de los diferentes 6rga-
nos de ratones inoculados con micelio, se encontré que la menor
concentraciéon de ADN con la cual se obtuvo reaccion positiva fue
de 0,0861 ng/wL, y de 0,0622 ng/p.L para la fase de levadura. De las
40 muestras de los diferentes érganos de ratones inoculados con
la fase de micelio, se detecté el ADN del hongo por la técnica PCR
anidada en 17 casos (43%), obteniéndose 23 (57%) con resultados
negativos.

De las muestras de érganos de ratones inoculados con la fase
de levadura, se obtuvieron 36 resultados positivos y 12 negati-
vos, lo cual representé el 75 y 25% respectivamente. En las pruebas
moleculares, las muestras de testiculo continuaron presentando el
mayor nimero de resultados positivos, seguido por pulmén, higado
y bazo (figs. 1y 2).

La evaluaciéon molecular por PCR anidada de las muestras de
sangre completa de los ratones inoculados con la fase de micelio
mostré 6/9 resultados positivos (67%) (tabla 1).

La evaluacién serolégica por la técnica IDD de los sueros de los
ratones inoculados con micelio y levadura mostraron bandas de
precipitinas frente al antigeno de S. schenckii, obteniéndose un 100%
de positividad (tabla 1).

De 9 biopsias de pacientes con diagnéstico micolégico previo de
esporotricosis incluidas en este estudio para el diagnéstico mole-
cular, 3 de las mantenidas por congelacioén resultaron negativas
por PCR anidada, mientras que 5/6 de las biopsias embebidas en
bloques de parafina fueron positivas, lo cual representé el 83% de
positividad.

Discusion

En la actualidad es adn un reto en la mayoria de los
laboratorios de Micologia la estandarizacién, implementacién
y validacién de las pruebas moleculares para el diagnéstico
de las micosis endémicas y oportunistas. La estandarizacién y
comparacién de estas técnicas con los métodos diagndsticos
convencionales nos podrian permitir evaluar el alcance e impacto
que estas nuevas metodologias tienen en el estudio de las micosis
que mas afectan a la poblacién. En nuestro trabajo se realizé la
induccién de la esporotricosis experimental en ratones, con las
2 fases morfolégicas del hongo (micelio y levadura), con el objeto
de llevar a cabo posteriormente el diagnéstico micolégico (examen
directo y cultivo), molecular por PCR anidada y la evaluacién
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serolégica, resultados que fueron posteriormente analizados
y comparados.

Las 2 fases morfolégicas del hongo inoculadas en los ratones
a concentraciones crecientes para la induccién de la esporotrico-
sis experimental no mostraron diferencias en cuanto al grado de
afectacién y diseminacién de la enfermedad. La levadura es la fase
parasitaria del hongo en el tejido y ha sido empleada con frecuen-
cia para el desarrollo de la esporotricosis experimental>7-11.14 por
otra parte, la fase de micelio, una vez que ha penetrado en el tejido
del huésped, requiere de un periodo para su conversion de hifa
a levadura, sin embargo, pese a estas diferencias, los 2 grupos de
ratones infectados mostraron un desarrollo bastante similar de las
lesiones, observandose nédulos internos, hepatoesplenomegalia y
orquitis, pero los ratones inoculados con el micelio mostraron un
mayor nimero de nédulos a lo largo de la cola, y en algunos casos
estos estaban ulcerados. Esto podria estar relacionado con el mayor
grado de respuesta inmune del tejido del ratén ante la fase saprofi-
tica del hongo, 0 a una mayor capacidad del micelio paralainvasién
y degradacién del tejido.

Por otra parte, los resultados de la deteccién del hongo por exa-
men directo en las muestras de los 6rganos de ratones inoculados
con la fase de micelio presentaron un mayor porcentaje de resul-
tados positivos (37,5%), en comparacion a los resultados obtenidos
con la fase de levadura (2%). En el diagnéstico por cultivo, fueron
también las muestras provenientes de ratones inoculados con el
micelio las que mostraron un 100% de resultados positivos. Estos
mayores porcentajes de positividad obtenidos en el examen directo
y cultivo se correlacionan con la severidad de las lesiones que pre-
sentaron los ratones inoculados con el micelio. También se observé
que el mayor porcentaje de resultados positivos, tanto en el examen
directo como en el cultivo, fue obtenido con las muestras de tes-
ticulos, independientemente de la fase del hongo que se empleara
para la inoculacién, demostrandose, una vez mas, el tropismo de
S. schenckii por este 6rgano en la infeccién experimental0.

Los resultados obtenidos por el estudio de PCR anidada, contra-
riamente a lo conseguido con el diagnéstico micolégico, mostraron
que las muestras de 6rganos de ratones inoculados con la fase de
levadura dieron un mayor porcentaje de positividad (75%) que los
encontrados en la fase de micelio (43%), resultados estos de dificil
interpretacion, y aunque se valor6 la cantidad y calidad del ADN
total extraido de las muestras, hay que tomar en cuenta que la
mayor cantidad de este ADN obtenido proviene de las células del
ratén y no del ADN del hongo.

Sin embargo, el mayor porcentaje de resultados positivos obte-
nido en el estudio molecular en las muestras con el inéculo de
levadura se correlaciona con los resultados de otros investigadores
donde se emplea la fase parasitaria del hongo en el modelo expe-
rimental para evaluar el diagnéstico por PCR anidada, y seflalan la
alta sensibilidad y especificidad de esta técnica en el diagnéstico de
la esporotricosis?, asi como en otras micosis®.

Por otra parte, los resultados que se obtuvieron del estudio
molecular a partir de las muestras de sangre completa de los ratones
inoculados con las concentraciones crecientes del micelio mostra-
ron un mayor porcentaje de positividad (67%) que el obtenido con
las muestras de 6rganos (43%), demostrandose que con la inocu-
lacién con la fase de micelio, la captacién del hongo por estudio
molecular fue mas eficaz en la sangre completa que en los 6rganos
evaluados. Estos resultados podrian aportar cierta confianza en la
técnica molecular en el diagnéstico de casos de septicemia por el
hongo.

La evaluacién molecular de las muestras adicionales incluidas
de biopsias embebidas en parafina dio buenos resultados (83%).
Una buena sensibilidad también fue obtenida por esta técnica en la
deteccion de Histoplasma capsulatum en muestras de bazo de rato-
nes embebidas en parafina®. En las biopsias que fueron mantenidas
por congelacién, el estudio molecular fue negativo. Sin embargo,

otros trabajos sefialan una gran eficacia en la deteccién del hongo
en este tipo de muestras'6. Posiblemente, la fraccién de la biopsia
congelada y procesada en nuestro estudio no fue suficiente para la
captacién del ADN del hongo.

La determinacién de anticuerpos especificos contra el antigeno
de S. schenckii por IDD mostré 100% de positividad con los sue-
ros de ratones inoculados con ambas fases morfolégicas del hongo,
demostrando una vez mas la eficacia de esta prueba en la detec-
cién de anticuerpos y su gran utilidad en la orientacién diagnéstica
de la enfermedad. Su empleo ha sido sugerido en la orientacién
diagnéstica de los casos de esporotricosis cutanea por los buenos
resultados obtenidos con respecto a la especificidad y sensibilidad?.
Sin embargo, se debe tener presente que en este tipo de técnica
inmunolégica, el resultado depende del estado inmunolégico del
huésped y de la forma clinica que presente la enfermedad?8.

Enbase alosresultados obtenidos en este estudio, se demostrd la
alta eficacia que sigue teniendo el cultivo en el estudio de la espo-
rotricosis experimental y la captacién de anticuerpos especificos,
en comparacioén con la evaluacién microscépica y la técnica de PCR
anidada. El estudio molecular resulté ser mas eficaz en el diagnés-
tico de las muestras de 6rganos infectados con la fase de levadura,
y las muestras de 6rganos infectados con la fase de micelio dieron
un mayor porcentaje de positividad en el diagnéstico micolégico
(examen directo y cultivo).

Podemos concluir que el estudio micolégico por cultivo y exa-
men directo fue mas eficaz para el diagnéstico de la esporotricosis
experimental diseminada en ratén que el estudio molecular por
PCR anidada. Y de acuerdo con los resultados obtenidos con la fase
morfolégica de levadura, la técnica molecular también podria ser
considerada parala deteccién del hongo en las muestras de 6rganos,
asi como en sangre completa y biopsias embebidas en parafina.

Por otra parte, la prueba de IDD (en la que se obtuvieron lineas
de precipitinas en todos los casos), independientemente de la fase
morfolégica del hongo empleada para la inoculacién, sigue siendo
una herramienta altamente eficaz en la captacién de anticuerpos
especificos contra el hongo, y para la orientacién diagnéstica de la
enfermedad.

En este trabajo se demuestra una mayor eficacia del cultivo, el
examen directo, asi como de la captacion de anticuerpos especificos
contra el hongo, en comparacién con la prueba de PCR anidada en
el estudio de la esporotricosis experimental diseminada en ratén.
Futuros estudios son necesarios para continuar la evaluacién de los
métodos moleculares en el diagnéstico de esta y otras micosis.
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