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RESUMEN

Una cepa silvestre y cepas mutantes de Sporothrix schenckii, se han estudiado como un modelo
experimental de los procesos de diferenciacion y desarrollo que se presentan al ser invadidas las
células huésped y causar la esporotricosis. Las cepas mutantes de S. schenckii fueron obtenidas por
exposicion a la luz ultravioleta y Nitrosoguanidina. Las mutantes morfolégicas M-1I1 y M-V fueron
seleccionadas. Estas mutantes muestran una alteracién colonial y un mayor desarrollo que las cepas
silvestres. Ademds, las mutantes presentan mayor adhesién al sustrato. El analisis de componentes de
la pared celular y la distribucién de nicleos, indican que no existen diferencias significativas que
implique un dafio por la mutacion. Los resultados indican que en las mutantes morfolégicas existe una
alteracién en el patrén de crecimiento y su regulacién. Son necesarios, estudios bioquimicos e
inmunoldgicos, relacionados con la virulencia S. schenckii que puedan ser qtiles en el diagnostico y en
un futuro contribuyan a medidas preventivas para la esporotricosis.

ABSTRACT

A wild-type strain and mutant strain of Sporothrix schenckii were studied as an experimental model in
the process of differentiation and development which occurs when the host cell is invaded causing
sporotrichosis. The mutant strains of S. schenckii were obtained by exposure to ultraviolet light and
Nitrosoguanidine. The morphological mutants M-III and M-V were selected. These mutants showed a
colonial alteration and a higher growth rate than the wild-type strains. Moreover, the mutants showed
greater adhesion to the substratum. An analysis of the components of the cell wall and the distribution
of nuclei indicate that significant differences do not exist which involve damage by mutation. The
results suggest that in morphological mutants there is an alteration of growth and its regulation in the
host cell. Biochemical and immunological studies related to the virulence of S. schenkii are needed for
diagnosis and in the future to help prevent sporotrichosis.
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ANTECEDENTES

) Vismer et al 1997).
porothrix schenckii es un hongo ismer et a )

sapréfito, que se aisla con frecuencia del

de distribucién mundial (Carrada-Bravo 1995.,

suelo, de la madera y plantas espinosas.
El hongo produce la esporotricosis: micosis sub-
cutanea o profunda generalmente cronica que es

S. schenckii vive en el suelo, detritus vege-
tal, madera, hojas, ramas, pajas y zacate que
sirve para envolver la loza. El hongo también
puede encontrarse en algunos animales que ac-
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tiian como vectores indirectos o pasivos v. gr.
los insectos, los roedores, etc. (Werner y
Werner 1994; Sabanero et al., 1993).

La esporotricosis es una micosis de la que el
hombre es el huésped accidental. Se manifiesta
en campesinos, amas de casa, nifios de edad
escolar, cultivadores, mineros, pescadores,
empacadores de vidrio y loza entre otros. El
mecanismo de infeccién es traumatismo y esco-
riacion con material contaminado; aunque en los
individuos que viven en zonas endémicas, el
hongo puede penetrar por via respiratoria y
presentar casos pulmonares primarios (Cameron
et al., 1999; Itoh et al., 1986).

La esporotricosis puede presentarse a cual-
quier edad aunque, segin Carrada - Bravo
(1995), el 30% de los casos son en nifios y
adolescentes en edad escolar (5-15 afios) y un
50% en adultos jovenes (20-35 afios). La dise-
minacidn de la esporotricosis es rara, se ve mas
frecuentemente en pacientes inmunosuprimidos
tales como los alcohélicos o los enfermos de
SIDA (Shaw et al., 1989).

La forma mas comtn de infeccion se carac-
teriza por la aparicion de un nédulo o tilcera en
el punto de la inoculacién y de abscesos que
siguen las vias de drenaje de los linféticos su-
perficiales. La esporotricosis se inicia cuando el
hongo penetra la piel a través de un traumatismo
y ocasionalmente por inhalacién repetida en el
caso de una infeccién pulmonar primaria.

El hongo, Sporothrix schenckii crece a una
temperatura 6ptima entre 27-32°C y una hume-
dad relativa a 90% . Por no elaborar sus pro-
pios nutrientes requiere de una fuente de CO,,
H.O, sales de nitrogeno y carbohidratos sobre
todo glucosa, sacarosa y maltosa ademas de los
iones inorganicos mas comunes.

En los cultivos in vitro de las cepa silvestre,
la forma micelial se obtiene en medio Sabouraud
y Micosel agar a 28°C, las colonias se desarro-
llan de 3 a 5 dias presentandose un color blanco
o crema con aspecto membranoso y radiadas,
posteriormente se desarrolla micelio aéreo y se
vuelve color oscuro o negro con consistencia de

cuero (Belknap, 1989). Microscopicamente las
hifas de S. Schenckii tienen la forma fila-
mentosa, habitualmente son ramificadas y tabi-
cadas, producen delicados conidi6foros que se
originan en angulo recto a partir de las hifas.

En los paises del tercer mundo la epide-
miologia de las micosis, refleja la importancia de
conocer los procesos de diferenciacion de los
hongos patdgenos. En este sentido, es de inte-
rés el estudio de un modelo celular, tal como las
cepas mutantes que permitan analizar la
interrelacion de las caracteristicas morfologicas
y bioquimicas, con la capacidad del hongo para
producir dafio al hospedero. Asi, Sporothrix
schenckii al ser expuesto a agentes mutagénicos
puede expresar alteraciones a nivel molecular,
biogquimico y estructural. Y posiblemente pre-
sente cambios en la virulencia del microorganis-
mo, que pueden reflejarse en alteraciones del
crecimiento de la cepa mutante.

En este trabajo, se estudiaron las caracteris-
ticas de cepas mutantes de Sporothrix
schenckii en funcién de los cambios que sufren
durante su diferenciacién. A largo plazo el estu-
dio permitird avanzar en la blisqueda de las
caracteristicas bioquimicas e inmunoldgicas re-
lacionadas con la virulencia de los hongos
patégenos.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismo: La cepa silvestre de
Sporothrix schenckii (EH-36) se aislo de pa-
cientes con esporotricosis. El hongo se adquiri6
del cepario del Departamento de Microbiologia
y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM. El hongo fue cultivado en medio sélido
de Sabouraud con 5 pg/ml de Nitrosoguanidina
después de 3 dias fueron expuestas a 90 ergs/
cm? de luz ultravioleta. Las colonias resultantes
se aislaron y clasificaron numéricamente como
cepas M-I, M-II, M-III, M-IV y M-V.

Medios de Cultivo: Medio YPG Liquido:
Este medio esta constituido de 2% de extracto
de levadura, 1% de peptona, 2% de glucosa.
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Cuando se utilizd medio solidoe se adicioné 2%

de agar, (Bartnicki-Garcia ef al., 1962). Medio
de Sabouraud (Bioxon): Este medio estd consti-
tuido por 40% de dextrosa, 10% de peptona y
15% de agar.

Propagacion de las cepas mutadas de S.
schenckii: Los cultivos se efectuaron tomando
un inéculo de cada una de las mutantes. La
propagacion se efectiia tanto en medios sélido y
liquido de YPG incubando a 27-32 °C durante
2 a 5 dias en medio con agar, y 3 a 5 dias en
medio liquido.

Se efectuaron observaciones frecuentes para
tener datos acerca del crecimiento colonial y del
desarrollo micelial.

Curva de Crecimiento: Se realizd en
matraces Erlenmeyer de 1 litro, conteniendo 300
ml de medio YPG. La inoculacion se efectiio
tomando alicuotas de 10 ml de los cultivos de 5
dias. Se tomo la densidad 6ptica (550 nm) en
un espectrofotometro Beckman Du-650 y se
observé la fase de crecimiento logaritmico en
todas las cepas analizadas, en un lapso de tiem-
po entre 0 y 95 horas.

Fluorocromos Especificos para el estu-
dio de la pared y el Niicleo de las Células:
Las células se fijaron en formaldehido al 3.7%
en solucion salina de fosfatos (PBS) durante 15

minutos. Después se tifieron los nucleos y la
pared. Las células fueron incubadas con una
solucién que contenia 10 pg/ml de DAPI=4",
6- diamidino-2 phenylindol 6 0.01 % de
calcofluor white, (Sigma, Chemical, St. Louis
Mo). Después de 5-10 minutos de incubacién
las células se montaron en medio PBS-Glicerol
"Vectashield" (Vector Lab. Inc. Burlingame.
CA.). Las preparaciones se observaron en mi-
croscopio de epifluorescencia con filtro UV
(400-420 nm) y V(430-450 nm). Las fotogra-
fias se tomaron en pelicula Kodak Tri X pan,
400 ASA.

RESULTADOS

CULTIVOS IN VITRO DE MUTANTES
DEL HONGO Sporothrix schenckii.

Se aislaron cinco cepas mutantes que tenfan
caracteristicas morfologicas diferentes, las
mutantes se clasificaron numéricamente como
M-I, M-1I, M-I, M-IV y M-V.

Inicialmente se analizaron las cinco cepas
mutantes. Sin embargo, las mutantes M Il y IV
crecieron lentamente y se perdieron. Las cepas
mutantes M-I, Il y V presentan caracteristicas
morfologicas muy diferentes como se muestra
en la figura 1. De estas cepas la M-IIl y la M-
V, presentan un crecimiento mas rapido que la

Figura 1. Caracteristicas Fenotipicas de las Cepas Silvestre y Mutantes
(A) Cepa Silvestre, ( B, C y D) cepas mutantes [, [IT y V.
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cepa silvestre y fueron seleccionadas para efec-
tuar este trabajo.

Los resultados obtenidos al sembrar los
microorganismos en los medios seleccionados,
se muestran en la tabla 1. Operacionalmente, se
tom6 como referencia del 100% a la cepa que
tuvo el mayor crecimiento, esta fue la M-V.

Tabla 1. Cultivos de 8. schenckii
en diferentes medios.

MORFOLOGIA COLONIAL DE
LAS CEPAS TRANSFORMANTES

Se analizaron las caracteristicas de cada una
de las cepas mutantes tomando como referencia
a la cepa silvestre. Los resultados se muestran
en la tabla 2, y los fenotipos del crecimiento
colonial se muestran en la figura 2.

Tabla 2. Caracteristicas del Cultivo de S. schenkii.

CEPA MEDIO SABOURAUD mDIO YPG CEPA CRECIMIENTO COLONIAL OBSERVACION
'Silvestre 90 % ) % Silvestre | Radial, pequedias colonias Aspecto liso y algedonosa
Ceéa I 10 % 10 % Cepa | |Radial, colonias pequeiias Pigmento naranja
Cepa I 60 % 60 % ‘Cepa 111 | Radial Colar hueso, aspecto
granuloso, superposicion
Ce'pa A% 100 % 100 % de ¢olonias, gran adhesion

Los datos muestran que no existe una dife-
rencia en el crecimiento que sea dependiente
del medio en que se cultive. Por lo cual, los
experimentos posteriores se efectuaron en el
medio YPG.

al medio

Cepa V. |Colonias grandes Aspecto granuloso, calor
blanco al inicio v
pigmentado despucs, gran
adhesionnl medio

Figura 2. Caracteristicas Morfolégicas del Desarrollo Colonial de las
Mutantes de S.shenckii. Se muestran los cultivos de S.schenkii
desarrollados durante cinco dias en medio YPG-agar.

Se muestra la cepa silvestre y las mutantes [, [l y V.
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CURVAS DE CRECIMIENTO

La figura 3 muestra las curvas de crecimiento
de las mutantes y de la cepa silvestre, cultivadas
en medio liquido a diferentes tiempos.

Los cultivos presentan una fase de creci-
miento progresivo en las cepas analizadas. La
grafica 1 muestra la curva de crecimiento que
se inicia al adicionar el inéculo a tiempo cero y
se observa el crecimiento hasta las 95 horas. Es
evidente que la mutante M-V presenta mayor
crecimiento que M-1II y la cepa silvestre.

LA PARED CELULAR Y DISTRI-
BUCION DE NUCLEOS

La distribucién de los niicleos en las cepas
mutantes y silvestre se muestra en la figura 4. Se
observan nicleos a lo largo de las hifas como
puntos fluorescentes y las microconidias presen-
tan una gran fluorescencia por el acumulo de
nicleos dentro de ellas. Sin embargo, la distri-
bucion nuclear en las cepas mutantes es muy
similar a la que muestra la cepa silvestre.

Por otra parte la tincién con
calcofluor, en la figura 5 muestra que la

025

—o— CEPA Tl —a— CFPA V —a— SILVESTRE

Absorbencia 550nm

estructura de la pared celular de S§.
schenkii en la cepa silvestre es muy
similar a la estructura de las cepas
mutantes. Aunque en las paredes celula-
res de la cepa silvestre la fluorescencia
es mas intensa que en la mutante M-II1
y es similar a la de M-V.

Tiempo [h]

DISCUSION

Los objetivos de esta investigacién a

Figura 3. Curva de Crecimiento de S. Schenckii. Las lecturas
representan el desarrollo del cultivo al tiempo indica-
dos. Cada punto es la media de tres experimentos. Note

largo plazo, se fundamentan en relacio-
nar cambios bioquimicos y morfolégicos

el mayor crecimiento de la cepa V con respecto a la € Sporothrix schenckii con el grado

cepa silvestre.

de patogenicidad del hongo. Para ello
utilizamos mutantes morfolgicas de S.
schenckii obtenidas al exponer el hon-

Figura 4. Distribucién de Niicleos en S. schenckii,

Los ntcleos fueron tefiidos con DAPI. Se muestra los nicleos de: (A) la cepa-
Silvestre, (B y C) cepa M-IIl y M-V. Note la distribucién de nicleos que és similar en
las tres cepas. En (D) un detalle de los nicleos a lo largo de las hifas de la cepa M-V,

A, By C X250, D X 450.



ACTAUNIVERSITARIA vol. 10 No. | Junio 2000

Figura 5. Distribuci6n de calcofluor en la pared celular en S. schenckil.
Se muestra en: (A) la cepa silvestre y (B y C) las mutantes II1 y V. Note la fluorescencia
mas intensa en la pared de la cepa silvestre. En (D) germinulas de las cepas silvestre

con intensa fluorescencia.

g0 a mutdgenos quimicos como la Nitroso-
guanidina y fisicos como la luz UV. Un esque-
ma similar de mutacién se ha utilizado en
Candida albicans para estudiar el proceso de
dimorfismo, (Gow, 1997. Morrow ef al,. 1989).
En este trabajo se obtuvieron cinco cepas
mutantes de Sporothrix schenckii. Operacio-
nalmente, las cepas obtenidas fueron denomina-
das M-I, M-II, M-TII, M-IV y M-V.

Normalmente, Sporothrix schenckii crece
a una temperatura de 27 a 32 °C, requiere
CO,, H,0, sales de nitrégeno y carbohidratos
como glucosa y maltosa, para su desarrollo en
forma de micelio. En anaerobiosis se desarrolla
como levadura. El medio Sabouraud cumple con
estos requisitos para el crecimiento de S.
schenckii pero es un medio costoso. Nosotros
ensayamos en medio YPG, rico en glucosa,
peptona y extracto de levadura y el hongo es
capaz de crecer como lo demuestra la similitud
de los porcentajes de crecimiento.

En Criptococcus neoformans se atribuye
la patogenicidad a cepas pigmentadas por la
melanina que producen, Torres y Edman (1994)
utilizaron mutantes albinas para comprobar lo
antes mencionado. En este sentidoe, las mutantes
de S. schenckii no muestran cambio en su
coloracion pero si tienen alteraciones en sus
caracteristicas coloniales y morfoldgicas.

Se observé que existe una diferencia
fenotipica notable de cada una de las cepas

mutantes M-I1I y M-V, esta altima crece mas
rapido que la silvestre y morfolégicamente,
muestra cambios fenotipicos caracteristicos.
Rustchenko ef al (1990) sugieren que la alta
frecuencia de mutantes morfolégicas podria es-
tar dada por pérdida o rearreglos cromoso-
males, este comportamiento daria al hongo una
variacion genética. Es posible que en §.
schenckii se presente un fenomeno similar, sin
embargo, es necesario hacer otro tipo de expe-
rimentos para fundamentar el comportamiento
genético.

Estudios previos en Candida albicans,
muestran alteraciones en su adhesién y virulen-
cia (Watts, 1998), en el caso de las mutantes de
S. schenkii, la cepa M-V muestra mayor adhe-
sion que la cepa M-I11, pero ignoramos si existe
correlacion entre adhesién y virulencia. Los
proximos estudios serdn encaminados a probar
este hecho.

Al exponer un organismo a mutdgenos exis-
ten variaciones en su genotipo como ha sido
demostrado en diferentes microorganismos, es-
tos cambios se pueden reflejar a nivel bioquimico
y estructural. En Candida albicans (Morrow
et al., 1989; Gow, 1997), al utilizar dosis bajas
de UV y buscar mutantes auxétrofas no obser-
varon la diversidad esperada, pero mostré una
alta frecuencia de variacion fenotipica. En nues-
tro estudio, tenemos dos mutantes morfologicas
que reflejan la variacién fenotipica de S.
schenckii.
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En las mutantes de 8. schenckii, explora-
mos la posibilidad de que se presentaran cam-
bios a nivel de la distribucién de nticleos y en
los constituyentes de la pared celular. En estos
experimentos utilizamos fluorocromos como el
DAPI, que se une a las bases pirimidinicas,
especificamente a la timina para visualizar los
nticleos, y el Calcofluor white que se une a la
N-acetil glucosamina componente principal de
la pared celular (Gooday et al., 1995). Los
resultados indican que ninguna de las mutantes
presenta diferencias en la distribucién de ni-
cleos o en el decorado de la pared celular,
sugiriendo que la mutacion no se presenta a este
nivel. Otra alternativa es que con esta metodo-
logia no se detectan los cambios que pudieran
existir a nivel ultraestructural. Esto es muy pro-
bable, puesto que mutantes obtenidas de diver-
sos hongos presentan alteraciones en la migra-
cion nuclear y en la constitucion de la pared
celular, (Sengbusch et al., 1983). Asi, es nece-
sario efectuar otros estudios comparativos, a
nivel bioquimico e inmunolégico que puedan
contribuir en el futuro a medidas preventivas de
las micosis.

CONCLUSIONES

Se presentan mutantes morfologicas del hon-
go patdgeno Sporothrix schenckii como un
modelo bioldgico con alteraciones en el proce-
samiento de la sefial que induce el cambio de
patron de crecimiento, su regulacion y posible-
mente entre el proceso morfogenético y la viru-
lencia de S. schenckii.
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