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2. Resumen

La esporotricosis es una enfermedad causada por hongos dimoérficos que
pertenecen al género Sporothrix, estos hongos son capaces de producir sideréforos.
Los sideroforos son moléculas con gran afinidad al hierro, los cuales facilitan el

crecimiento de los microorganismos en condiciones limitadas de hierro.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto que tienen los
sideréforos de Sporothrix schenckii en el crecimiento de Sporothrix schenckii y
Sporothrix mexicana. Se estudiaron 6 cepas, 2 de Sporothrix mexicana (551 y 542)
y 4 de Sporothrix schenckii (553, 540, 185 y R-03-8-M) en fase micelial. Se
sembraron inicialmente en Agar Mycosel a 28°C, para transcurridos 7 dias, realizar
la obtencién de una suspension celular por cada cepa manteniéndolas en Caldo

dextrosa Sabouraud, por 3 dias a 28°C y 150rpm.

Posteriormente cada cepa se sembr6 en cajas Petri sin y con 5,10,15,20 y
200uL de siderdforos de la cepa 553 de Sporothrix schenckii, los cuales se
encontraban almacenados en el Laboratorio de Micologia del Centro de
Investigaciones en Ciencia Microbioldgicas de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla. Finalmente se monitored el diametro de crecimiento colonial de las
cepas cada 24 horas por 96 horas.

Los resultados obtenidos mostraron que todas las cepas tienden a aumentar su
diametro de crecimiento micelial cuando se les adiciona sideréforos, asi como,
diferencias en la morfologia macroscopica y microscopica, los cuales fueron

notables en las cepas que crecieron en medios con sideroforos.



3. Introduccion

La esporotricosis se trata de una micosis subcutanea causada por hongos
pertenecientes al género Sporothrix (1), es frecuente en el mundo y se reporta una
alta incidencia en paises latinoamericanos (2). Dentro de las micosis subcutaneas
la esporotricosis ocupa el primer lugar en México (3), se reportan casos en todos los
estados y se han aislado cepas de S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis y S.
mexicana. En el estado de Puebla se ha identificado la presencia de las especies de
S. schenckii y S. mexicana (4), S. schenckii es la principal especie causante de
esporotricosis en humanos, por otro lado, S. mexicana se considera una especie
endémica de Puebla, debido a que se ha aislado en diferentes municipios (3), por lo
gue es de interés conocer sus caracteristicas como: crecimiento, morfologia,

reproduccion, factores de virulencia, entre otros.

Los sideréforos son producidos por diferentes microorganismos, entre ellos
los hongos del género Sporothrix spp. (5), estos se consideran uno de los factores
de virulencia de mayor importancia en los hongos (6), ya que les podrian conferir la
capacidad de evadir la respuesta del sistema inmunolégico o transitar a través del
torrente sanguineo y con ello ser responsables de enfermedades sistémicas (7).
Con este trabajo se podra esclarecer el papel de estos agentes quelantes de hierro
en el crecimiento de cepas de Sporothrix schenckii y Sporothrix mexicana. Los
resultados que se obtengan podrian dar pie a estudios posteriores para poder
analizar su funciéon en la virulencia con detalle y en qué grado de importancia

podrian estar participando durante la infeccion a un hospedero.



4. Antecedentes

4.1 Antecedentes generales

4.1.1 Esporotricosis

La esporotricosis es una micosis granulomatosa cronica cosmopolita, adquirida por
inoculacién traumatica (1) y causada por el clado patdégeno Sporothrix schenckii (8)
Se trata de la micosis subcutdnea mas comun en Latinoamérica y se considera una
enfermedad ocupacional ya que se presenta con mayor frecuencia en campesinos,
agricultores y jardineros (9), esto debido a que la infeccién ocurre por inoculacion
con el suelo, plantas y materia organica contaminada (10).

Dicho clado patdgeno o clinico esta conformado por las especies S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa y S. luriei, que se aislan de casos humanos y
animales; el denominado clado ambiental incluye al complejo S. pallida (S. chilensis,

S. mexicana, S. humicolay S. pallida) y al complejo S. stenoceras (8).

4111 Historia

El agente causal de la esporotricosis, Sporothrix schenkii fue aislado por primera
vez en 1896 por Benjamin Schenck, quién era un estudiante de medicina en el
Hospital Johns Hopkins en Baltimore, Estados Unidos. El aislado se obtuvo a partir
de un paciente de 36 afios masculino, el cual presentaba lesiones en la mano y en
el brazo derecho. Este aislado fue estudiado por Erwin Smith un micdélogo que
concluyd que se trataba de un hongo perteneciente al género Sporotrichum (11).

El actual nombre Sporothrix schenckii, lo dieron por primera vez Hektoen y
Perkins en 1900, al haber descrito una lesion que sufrid6 un nifio después de
golpearse un dedo, en Colorado, Estados Unidos. Posteriormente, en 1903,
Sabouraud sugiri6 el uso de yoduro de potasio para el tratamiento de la
esporotricosis, debido a que era una enfermedad comun en Francia a principios del
siglo XX. Hasta ahora esta terapia aun sigue siendo usada (12).

En 1908, Splendore, en Brasil, describio cuerpos asteroides alrededor de las
levaduras de Sporothrix schenckii, lo cual comenzé a ser una herramienta para el
diagnostico de esporotricosis (13).

A partir de los estudios de Marimon en 2007, se reordend la etiologia y se



propuso al complejo denominado Sporothrix schenkii, conformado por siete
especies: S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. lurei, S. pallida y
S. chilensis (14).

En 2020 Messias y colaboradores, con base a las definiciones propuestas
por Hoog y colaboradores de 2015 (15), descartan llamar “complejo de especies” a
los hongos incluidos dentro del género Sporothrix, debido a que se han relevado
diferencias significativas entre las especies, como rasgos morfolégicos, fisioldgicos,
genéticos, epidemiologicos, de virulencia y susceptibilidad variable a los

antifungicos. Proponen los términos “clado patégeno o clinico” y “clado ambiental”

(8).

41.1.2 Morfologia

Los hongos del género Sporothrix son hongos termodimorficos, que presentan la
forma micelial o filamentosa (fase saprofitica) en la naturaleza o in vitro a 25 °C, y
desarrollan células de tipo levadura (fase parasitaria) en el hospedador mamifero o
in vitro a 35-37 °C (16). Esto se considera un factor de virulencia, ya que le confiere
la capacidad de sobrevivir a diferentes entornos, esta transicion,
independientemente a la temperatura, también esta controlada por cambios
ambientales como la humedad, el pH, los nutrientes y la disponibilidad de oxigeno,
entre otros (17).

En general, en la forma filamentosa o micelial se observan, colonias de
crecimiento de color blanco y himedas en aproximadamente de 3 a 5 dias,
conforme envejecen comienzan a ser duras y arrugadas, y en el caso de algunas
especies aparecen conidios pigmentados, que van desde un tono marron hasta
negro (16). Microscopicamente se observan micelios delgados (1 a 2 micrometros),
tabicados y ramificados; asi como microconidios hialinos sésiles y con
simpodulosporas que semejan “flores de duraznos” (18).

Los hongos pertenecientes al género Sporothrix, se han sometido a
numerosos estudios moleculares en los que se ha demostrado claramente la
existencia de varios grupos que son genéticamente diferentes. Basandose en
caracteristicas macroscopicas, asimilacion de sacarosa y rafinosa, capacidad de
crecer a 37°C, y la secuencia del gen nuclear de la calmodulina, se describieron a
diferentes especies que conforman al género Sporothrix (14).

Comparando caracteristicas del crecimiento filamentoso en agar de dextrosa y papa

(PDA) a las 6 especies tenemos que:



S. schenkii: Sus conidios pueden estar pigmentados, logra crecer a 37°C y

asimila sacarosa y rafinosa (16) (11).

e S. brasiliensis: Sus conidios pueden estar pigmentados, logra crecer a 37°C y
no asimila sacarosa ni rafinosa (11).

e S. globosa: Sus conidios pueden estar pigmentados, no presenta crecimiento
a 37°C y asimila sacarosa, pero no rafinosa (16) (11).

e S. lurei: Sus conidios no son pigmentados, presenta crecimiento a 37°C,
asimila sacarosa y puede asimilar o no rafinosa (16) (11).

e S. mexicana: Sus conidios pueden estar pigmentados, logra crecer a 37°C y
asimila sacarosa y rafinosa (16) (11).

e S. chilensis: Sus conidios no son pigmentados, presenta crecimiento a 37°C
y asimila sacarosa, pero no rafinosa (16).

e S. humicola: Sus conidios no son pigmentados, logra crecer a 37°C y asimila
sacarosa (19).

e S. pallida: Sus conidios no son pigmentados, crece a 37°C y asimila
sacarosa, pero no rafinosa (16).

e S. stenoceras: Sus conidios pueden estar pigmentados, logra crecer a 37°C y

asimila sacarosa y rafinosa (20).

Macroscopicamente en la fase levaduriforme, los hongos del género Spotorhrix,
muestran colonias cremosas, de color blanco y ligeramente amarillentas (similares a
las colonias bacterianas) las cuales se obtienen a 37 °C en medios ricos con
nutrientes, como gelosa sangre, gelosa chocolate y BHI agar (Agar Infusion Cerebro
Corazon). Dicho crecimiento se obtiene de tres a cinco dias (2). Morfolégicamente
las levaduras son alargadas y ovoides con gemacion simple, doble o multiple; las
cuales en muestras biologicas humanas se han descrito como “cuerpo de cigarro”
de 3- 10 milimetros de diametro (17). Es comun, observar fragmentos de micelio

como residuo del mismo dimorfismo (2).

41.1.3 Patogenia

La infeccidn ocurre por traumatismo con material contaminado con Sporothrix spp.
como pueden ser astillas, espinas, arbustos, etc. (10). La transmisién zoonética de
la esporotricosis se describio al haberse presentado en accidentes con gatos,
serpientes y aves, ratas, caballos, ardillas y peces, ademas de picaduras de
mosquitos (21).

El tiempo de inoculaciéon es de 1 a 3 semanas, pero en algunos casos la



lesion inicial puede ocurrir hasta 6 meses antes de que se presenten los primeros

sintomas (1).

El dafio que puede causar la enfermedad en humanos y animales

depende de variables como el tamafio del in6culo, capacidad inmune del huésped y

la especie de Sporothrix responsable de la infeccién (8).

La esporotricosis se presenta en cuatro formas clinicas en el humano las

cuales en orden de incidencia son: linfocutanea, fija, diseminada y extracutanea

(22).

Linfocutanea: se trata de la forma mas comun al estar en el 75% de
los casos, es de facil diagndstico ya que las lesiones se encuentran
principalmente en las extremidades superiores y se caracteriza por la
aparicion de una lesion primaria en el lugar de inoculacién después de
dos o tres semanas (23), posteriormente forma una cadena de
nédulos indoloros a lo largo de los ganglios linfaticos a la que se le
denomina propagacion esporotricoidal (3).

Fija: se reporta en el 20 % de los casos. Se cree que esta forma
clinica se produce como resultado de sensibilizacion previa del
individuo al hongo, especialmente en &reas endémicas, lo que da
como resultado un mejor control inmune del huésped, limitando de
este modo la lesion. Los sitios mas comunes para las lesiones son las
extremidades superiores e inferiores (23).

Diseminada: raramente descrita, se tratan de lesiones que involucran
la propagacién a 2 sitios anatomicos diferentes por via cutanea tras
multiples implantaciones traumaticas del hongo (24), o via
hematogena, se ha descrito en pacientes con SIDA como primera
manifestacién, asi como en pacientes que reciben largos ciclos de
terapia con esteroides. La esporotricosis cutanea diseminada se ha
observado con mayor frecuencia (16% de los casos) en la
esporotricosis zoonagtica. En estos casos, la participacion de pacientes
no inmunodeprimidos ha sido atribuida a inoculaciones por gatos
domeésticos (25)

Extracutdnea: en este caso cualquier érgano o tejido puede verse
afectado. Los més afectados son los sujetos con inmunosupresion, ya
sea por alcoholismo, diabetes, SIDA, cancer o el uso de
corticosteroides u otros farmacos inmunosupresores (24). La
esporotricosis extracutanea unifocal suele implicar enfermedad
cavitaria de los pulmones o artritis. La enfermedad multifocal a

menudo implica articulaciones, huesos y piel (23).



4114 Factores de virulencia

Los factores de virulencia se tratan de moléculas asociadas a microorganismos que

son necesarios para que este infecte a un huésped eucariota, como los humanos

(26). Ademas del dimorfismo fangico, Sporothrix spp. cuenta con otros factores de

virulencia como son: produccion de melanina, produccién de proteasas (fosfatasa

acida, proteinasa |, proteinasa Il, colagenasa y gelatinasa), presencia de adhesinas

(17) y sistemas de captacién de hierro mejor conocidos como sideréforos (27), los

cuales se describen a continuacion:

Dimorfismo: Se trata de la capacidad con la que cuentan algunos
organismos, pueden mostrar una dualidad fenotipica junto con un
proceso de diferenciacion celular. En respuesta a diferentes cambios
como (temperatura, pH, humedad, etc.) el hongo modifica su fisiologia
y morfologia para lograr sobrevivir, por ejemplo, al sistema inmune del
huésped (17).

Produccion de melanina: La melanina contribuye a la virulencia de
algunos microorganismos al protegerlos del sistema inmune del
huésped, agentes oxidantes, enzimas hidroliticas, y reduciendo la
fagocitosis o la induccién de la muerte celular (17). La produccién de
melanina varia en diferentes cepas de Sporothrix spp. y se ha
reportado que las cepas que producen melanina causan una infeccién
mas rapida de aquellas que no la producen (27).

Proteasas: La presencia de proteasas varia dependiendo de la
virulencia de las especies del género Sporothrix, en algunos estudios
se han encontrado que cepas altamente virulentas muestran la
presencia de diferentes enzimas secretadas, como proteinasas,
caseinasas, gelatinasas, DNasa y ureasas (17).

Adhesinas: Aumentan la union a células epiteliales, diferentes estudios
han demostrado que el hongo cuenta con integrinas o moléculas tipo
lectina adhesina que reconocen la fibronectina humana en varios
puntos de la molécula. Las adhesinas de fibronectina se pueden
encontrar en la superficie de las células de levadura y su expresion

esta relacionada con la virulencia de los hongos (11).



4115 Diagnostico

El método considerado estandar de oro para diagnosticar la esporotricosis es el
aislamiento de Sporothrix spp. en medios de cultivo (28), también se utilizan
pruebas de intradermorreaccion con esporotricina M (origen de micelio de
Sporothrix spp.) la prueba positiva se obtiene entre 24 y 48 horas, se caracteriza por
formarse una zona eritematosa y dolorosa de mas de 5 mm de didmetro (5),
algunos otros métodos diagnosticos no tan usados son los examenes
histopatoldgicos, ensayos de PCR, MALDI-TOF MS y ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA) (29).

4.1.1.6 Tratamiento

El tratamiento contra la esporotricosis se deberia definir con respecto a diferentes
factores como son la manifestacion clinica, el estado inmunoloégico en que se
encuentre el huésped y la especie de Sporothrix (30). Sin embargo, en la mayoria
de los paises en vias de desarrollo se utiliza Yoduro de Potasio (KI) como
tratamiento de eleccién (16), por su eficiencia, bajo costo, facil administraciéon y
minimos efectos secundarios (1). Actualmente se conoce que S. schenckii y S.
brasiliensis son sensibles a itraconazol y posaconazol; para la anfotericina B tienen

una respuesta intermedia y muestran resistencia a voriconazol (31).

4.1.1.7 Epidemiologia

La esporotricosis afecta a hombres y mujeres de todas las edades. En la mayoria
de los reportes la diferencia entre casos por edad y sexo esta relacionado con la
ocupacion y la potencial exposicion al hongo (11). Se presenta en campesinos,
jardineros, floristas, carpinteros, amas de casa, y puede adquirirse de modo
accidental en el laboratorio, entre otros (1). Por lo tanto, se considera una
enfermedad ocupacional (31) que predomina en estratos socioecondmicos bajos
(11).

Se consideran como factores predisponentes a la desnutricion y el
alcoholismo, y se conoce que es una enfermedad emergente en el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (32). Es una enfermedad cosmopolita, en la

actualidad se tienen registro de casos en Latinoamérica, en la peninsula de Florida,



Grecia, Portugal, Italia, el sur de Africa, Japon y China (16).

En México es la micosis subcutanea mas frecuente, con casos en toda la
Republica Mexicana, sobresaliendo los estados de la Ciudad de Meéxico,
Guanajuato, Jalisco, Hidalgo, Veracruz, Michoacan, Oaxaca, San Luis Potosi,
Estado de México y Puebla (4). Se han reportado un mayor numero de casos de
esporotricosis en estaciones lluviosas y calientes o frias y secas, lo que sugiere que

Sporothrix spp. crece mejor a mas de 15 °C y en humedad de 90% (32).

4.1.2 Sporothrix schenckii y Sporothrix mexicana

Ambas especies cuentan con caracteristicas similares al asimilar sacarosa y
rafinosa (16), sin embargo, algunas de sus diferencias son que S. schenckii es la
especie mas reportada en casos de esporotricosis que se presenta en todo el
mundo (33). Por otro lado la evidencia de esporotricosis causada por S.mexicana es
escasa, por lo que se considera una especie perteneciente al clado ambiental (8),
se encuentra presente en México y otros paises latinoamericanos (33).

En una estadistica de genoma se revel6 que S. schenckii contiene 32.23Mb
cuenta con 55.1% de guaninas (G) y citocinas (C) y S. mexicana tiene 43.74Mb con
52.79% G+C (34). La infeccion por S. mexicana se distingue de la producida por S.
schenckii porque se reporta una baja incidencia de carga fungica encontrada en los
organos de ratones OF1 y por su poca capacidad de reducir la supervivencia de los

animales infectados (35).

4.1.3 Sideré6foros

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de casi todos los
microorganismos porque participa en procesos enzimaticos, en el metabolismo de
oxigeno, transferencia de electrones y sintesis de ADN y ARN (36). Los
microorganismos que se encuentran en forma libre sin establecer ningun tipo de
relacion con otro organismo tienen problemas para la adquisicion de hierro (37), por
esta razon producen sideréforos que son definidos como péptidos de bajo peso
molecular que oscila entre 500 y 1000Da. que enlazan especificamente al hierro
(Fe®), facilitando la solubilizacion y el transporte de este (38).

Los sideroforos se dividen en cuatro familias segun su grupo funcional

caracteristico: hidroxamatos, catecolatos, carboxilatos y tipo mixto (39).



Hidroxamatos: se trata del grupo mas comun de sideréforos que se
encuentran en la naturaleza, son producidos por bacterias y hongos (40).
Son muy solubles en agua, se consideran que son los mas estables y son
menos afectados por los cambios de pH (41). En los hongos, los sideréforos,
estan formados por ornitina hidroxilada y alquilada, consisten en N5-acil-N5-
hidroxiornitina o N6-acil-N6-hidroxilisina, a excepcion de la fusarinina C
producida por Aspergillus nidulans que contienen enlaces éster, todos los
demas tipo hidroxamato contienen enlaces peptidicos (42).
Los siderdforos de Sporothrix spp. entran en este grupo (5).
Se presentan en las siguientes familias: acido rodotordlico,
coprogenos, fusarinas y ferricromos (43).

- Acido rodotorulico: solo se ha encontrado en cepas de Rhodotorula
rubra y Rhodotorula pilimanae. Contienen dos grupos hidroxamatos y
son tetradentados. En esta familia se incluyen al acido rodotorulico y
acido dimerumico (41).

- Coprogenos: tienen como unidad central al acido dimerumico y
presentan 3 grupos hidroxamatos. Pueden presentar actividad
citotoxica, antibidtica y pueden ser factores de crecimiento para
algunos microorganismos, son producidos por Histoplasma
capsulatum y Blastomyces dermatitidis (41).

- Fusarinas: estan formadas por una unidad de dicetopiperazina. Se
subdividen en fusarinas A, B y C. Se encuentran en especies de
Fusarium y Aspergillus (41).

- Ferricromos: se identifican como deferriferricomo. Se ha observado
qgue cuentan con actividad antibiética contra bacterias Gram negativas
y positivas. Son producidos por especies de Microsporum,

Thichophyton y Aspergillus (44).

Catecolatos: producidos Unicamente por bacterias como Escherichia coli,
Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumoniae. Cada grupo de catecolatos
suministra dos atomos de oxigeno para la quelacion con hierro y asi formar

un complejo octaédrico hexadentado (45)

Carboxilatos: son producidos por bacterias como Rhizobium vy
Staphylococcus y hongos mucorales. Une al hierro a través de grupos

carboxilo e hidroxilo (46).



- Tipo mixto: Algunos microorganismos producen sideroforos mixtos que
contienen tanto el grupo catecolato como el grupo hidroxamato, como la

bacteria Gram+, Rhosococcus erythropolis (42).

4131 Sideréforos en la virulencia de los hongos

La mayoria de los hongos producen sideroforos del tipo hidroxamato y carboxilato
(42). Se sugiere gue los sideroforos fungicos actian como factores de virulencia ya
gue facilitan el crecimiento de los hongos bajo condiciones limitadas de hierro,
proporcionan resistencia al estrés oxidativo, y participan en el desarrollo asexual y
sexual (6). En Candida albicans se ha descrito que el dafio que produce a las

células epiteliales es dependiente de hierro (7).

En los mamiferos existen dos proteinas capaces de secuestrar sideréforos,
las lipocalinas Lcn2 y Lenl. La Len2, también llamada siderocalina o NGAL, protege
a los mamiferos de la infeccion por E. coli secuestrando al sider6foro enterobactina
y asi evitando la adquisicion de hierro, sin embargo, la glicosilacién de
enterobactina inhibe el reconocimiento por Lcn2, permitiendo la evasion del sistema
inmunoldgico. Lcnl cuenta con una especificidad de sustratos mas amplia, debido a
qgue reconoce una variedad de sideréforos del tipo catecolato e hidroxamato de
origen bacteriano y fungico, por lo tanto, cuentan con actividad bacteriostéatica y

fungistatica, pero tienen una menor afinidad (46).

4.1.3.2 Mecanismos de liberacion y adquisicion de sideréforos
fuangicos

1. Mecanismo tipo shuttle o disparo: El sideroforo es liberado al exterior
por el hongo con el objetivo de que forme un complejo con el hierro
(ferrisideroforo), posteriormente el complejo entra al hongo mediante
una enzima reductasa (que reduce Fe3* a Fe?"), y asi el sideréforo

gueda listo para su siguiente salida (47).

2. Mecanismo de transferencia directa o tipo taxicap: El sideréforo es
liberado al exterior por el hongo, con el objetivo de que forme un
complejo con el hierro (ferrisideréforo), posteriormente el complejo
interacciona con receptores en la membrana del hongo, y ahi es

depositado el hierro, en el interior hay otro sider6foro que toma el



hierro de la membrana para después con ayuda de una enzima
reductasa (que reduce Fe3* a Fe?*) el hierro es liberado en el interior
(46).

3. Mecanismo tipo hidrolitico: El sideréforo liberado al exterior cuenta con
enlaces tipo éster, una vez formado el complejo con el hierro
(ferrisideroforo), entra al hongo por completo donde las esterasas van
a degradar a los enlaces del sideréforo y una enzima reductasa va a
reducir al hierro (Fe3* a Fe?*), posteriormente el sider6foro libre es
expulsado al exterior, recuperado vuelve a unir sus enlaces, quedando

totalmente funcional (46).

4, Mecanismo tipo reductivo: El sideréforo es liberado al exterior por el
hongo, con el objetivo de que forme un complejo con el hierro
(ferrisideroforo), posteriormente el sideroforo deja el hierro en la
membrana donde se encuentra una enzima reductasa (que reduce
Fe3* a Fe?"), el hierro reducido es quien exclusivamente va a ingresar

al interior del hongo (46).

En el interior del hongo dependiendo de sus necesidades, el hierro puede ser parte

del metabolismo celular o almacenarse, para ser usado cuando se necesite (47).

4.1.3.3 Biosintesis de sideréforos fungicos

La deteccidn de sideréforos producidos por los hongos se realiza mediante métodos
cualitativos y cuantitativos. Un ejemplo de método cualitativo es la utilizacion del
agar de cromoazurol S “CAS” (48), en donde este compuesto forma un complejo
con el hierro produciéndose un color azul en el medio, cuando un quelante de
hierro, como un sider6foro esta presente, el cromoazurol toma al hierro del complejo
y se pone en evidencia al formarse un halo de color amarillo-naranja alrededor del
crecimiento del microorganismo (49).

Para evaluar la produccion de sideroforos por parte de los hongos existen
medios sintéticos de composicion quimica conocida, como son el medio McVeigh
Morton o el medio LIM, los cuales tienen una baja concentracion de hierro
ocasionando un estrés férrico el que permite que los hongos produzcan y liberen
sideréforos en el medio (48).

La deteccién de los sideréforos del tipo hidroxamato se pueden realizar por



las pruebas de reaccidbn con FeCls y oxidacion con peryodato de acidos
hidroxamicos (38).
Para la obtencion de sideréforos, los métodos de extraccion pueden ser:

1. Extraccion con Cloroformo-Fenol: se obtiene una fase orgénica, que
se vuelve a extraer con un exceso de éter etilico y con % de
volimenes de agua, hasta la transferencia completa de los
sidero6foros, esto es evaporado y el residuo es solubilizado en metanol
(50) (51).

2. Utilizacion con resina XAD2: Se prepara una columna con XAD2, la
cual es prelavada con agua y metanol, el sobrenadante acuoso que
contiene a los sideroforos es pasado lentamente por la columna, los
sider6foros se enlazan a la superficie de la columna, la columna es
lavada con agua para remover los componentes del medio que no
fueron enlazados, entonces se cambia el solvente por metanol con el
cual se extraen los sideréforos (50) (51).

3. Extraccion con Cloroformo: ElI sobrenadante es mezclado con
cloroformo en una relacion volumen: volumen, obteniéndose dos
fases, una organica y otra acuosa dependiendo del caracter de
nuestro sideroforo, se evapora la fase que interese a sequedad para

posteriormente solubilizarlo en metanol (51).

4.2 Antecedentes especificos

Neilands en 1952 observa siderdforos en cultivos de Ustilago shaerogena, al que
ahora conocemos como ferricromo, siendo el primer sider6foro en ser aislado e
identificado (51).

En 1982 Burt y colaboradores, observan la produccion de &cidos hidroxamicos por
levaduras de Histoplasma capsulatum en medio BHI, en donde reportaron que al
adicionar medio filtrado en una concentracion de 2% al medio solido, existia un
incremento en el crecimiento de 9 cepas homologas en fase levaduriforme y micelial
(52).

Holzberg y Artis en 1983 reportan que S. schenckii produce sideroforos tipo
hidroxamato, y que estos podrian funcionar como toxinas o factores de virulencia,

ya que facilitan el crecimiento en condiciones limitadas de hierro (40).

Pacheco en 1999, utiliza espectrofotometria de absorcién molecular VIS-UV en



cepas de S. schenckii, concluyendo que es capaz de producir sideroforos (53).

En 1999, Hernandez caracteriza mediante cromatografia en capa fina los
sideroforos producidos por S. schenckii, y los identificé como tipo hidroxamato (54).

Gomez y Ramos, en 2001 determinan la dosis letal 50 (LDso) de cepas silvestres y
mutantes con baja produccion de sideréforos, concluyendo que los sideréforos
podrian estar involucrados en la virulencia de S. schenckii (55).

Fernandez en 2003, realiza curvas de produccion de sideroforos en cepas silvestres
y mutantes de S. schenckii, concluyendo que las cepas silvestres producen mas

sideréforos y en menos tiempo (56).

Pérez y colaboradores en 2010, basandose en trabajos de Zarnowski y Woods del
2005, determinan que S. schenckii utiliza sideroforos para la captura de hierro del

ambiente y dentro de su anfitrion (57).



5. Planteamiento del problema

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas comun en paises latinoamericanos
(2), teniendo una gran incidencia en México (9). En el estado de Puebla se han
aislado cepas de S. schenckii y S. mexicana, siendo S. schenckii la principal
especie causante de esporotricosis en humanos y la S. mexicana totalmente
endémica de este estado (14), por tal motivo, es en estos agentes en los que se

busca potenciales factores de virulencia.

La presencia de sider6foros en Sporothrix spp. ha sido registrada por diferentes
autores a lo largo del tiempo, sin embargo, la informacion del efecto de estos
guelantes de hierro producidos por Sporothrix spp. sobre si mismo, es escasa. Una
de sus potenciales funciones se basa en la comparacién con otros patdgenos
fungicos productores de sideréforos, donde actian en la invasion del hospedero y
sobrevivencia del microorganismo en este (37). Por lo cual se plantea en este
trabajo conocer el efecto de los sideréforos de S. schenckii sobre el crecimiento de

S. schenckii y S. mexicana.



6. Objetivos

6.1 General

Determinar el efecto que tienen los sider6foros en el crecimiento de Sporothrix

schenckii y Sporothrix mexicana.

6.2 Especificos

o Determinar el efecto de los sideroforos procedentes de Sporothrix schenckii
cepa 553 aislada del ambiente, en el crecimiento de cepas de Sporothrix
schenckii aisladas de casos clinicos en fase micelial.

o Determinar el efecto de los sideroforos procedentes de Sporothrix schenckii
cepa 553 aislada del ambiente, en el crecimiento de cepas de Sporothrix

mexicana y Sporothrix schenckii aisladas del ambiente en fase micelial.



7. Material y métodos

7.1 Cultivo de cepas de S. schenkii y S. mexicana

Se utilizaron 4 cepas de S. schenckii, 2 aisladas del ambiente 540 y 553 y 2
aisladas de casos clinicos una de humano cepa 185 y otra perteneciente a una
mascota cepa R-03-8-M. Ademas de 2 cepas de S. mexicana aisladas del ambiente
542 y 551. Cada cepa se inocul6 en placas Petri con Agar Mycosel, manteniéndose

a temperatura ambiente (25°C — 28°C) por 7 dias, para su crecimiento.

7.2 Obtencion de la suspensidn celular

Una vez obtenido el crecimiento en placa de cada cepa, se colocd una
pequefa porcién de micelio (aproximadamente de 5 mm de diametro) en matraces
Erlenmeyer de 250ml con Caldo dextrosa Sabouraud y se mantuvo en agitacion a
150 r.p.m. a 28°C durante 3 dias.

7.3 Obtencion de sideré6foros

Los sideroforos utilizados se encontraban almacenados en el laboratorio de
Micologia del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas (CICM-ICUAP)
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP), etiquetados como
pertenecientes a la cepa ambiental 553 de Sporothrix schenckii y extraidos por el

método Cloroformo—Fenol.

7.4 Efecto de los sideré6foros sobre el crecimiento de cepas de
Sporothrix schenckii y Sporothrix mexicana

Se prepararon 108 placas Petri con Agar glucosa Sabouraud, de las cuales a 18 no
se les adiciono sideroforos (control), a las siguientes 90 placas, por triplicado se les
coloc6 5,10,15, 20 y 200 microlitros de sideréforos.

A cada placa se le inoculd 5 microlitros de la suspensién celular obtenida de

la fase micelial de S. schenckii y S. mexicana, posteriormente al ser comparada con



el tubo nimero 7 del nefelometro de McFarland, con la finalidad de adicionar la
misma cantidad de conidios formadores de micelio. Cada una de las cepas de S.
schenckii y S. mexicana fueron inoculadas en 3 placas que no tenian sidero6foros,
posteriormente a cada una de las placas restantes por triplicado se adicion6 5, 10,
15,20 y 200 microlitros (Se) de siderdforos (108 placas en total).

Se mantuvieron a 28°C durante 96 horas, monitoreando el diametro de
crecimiento colonial (todo el micelio), cada 24 horas, con ayuda de una regla

graduada, plana y rectangular.

Finalmente, después de las 96 horas transcurridas se observo la morfologia

microscopica de la cepa 540 de S. schenckii, con aumento de 40X.



8. Resultados

Con el objetivo de ver el efecto de los sideroforos en el crecimiento micelial de las
cepas de S. mexicana y S. schenkii, se lograron inocular por triplicado 5, 10, 15, 20
y 200 microlitros de sideréforos en placas Petri con micelio de 4 cepas de S.
schenckii y 2 cepas de S. mexicana, haciendo uso de un control de crecimiento al
no adicionarle sideroéforos.

Las observaciones macroscopicas se realizaron al comparar entre cada cepa
una placa Petri de cada concentracion (una del triplicado), después de transcurridas
las 96 horas de inoculacion.

Con la finalidad de conocer los cambios en la morfologia microscépica, se
observé a la cepa 551 de S. schenckii, después de 96 horas de inoculacion a 40X
en un microscopio dptico compuesto.

De las cepas analizadas, al final de las 96 horas, la que logré crecer mas en
comparacion a las demas fue la cepa 540 de S. schenckii con un didmetro de
crecimiento micelial igual a 39.93 mm cuando se le adicion6 200 uL de sideroforos
al medio, sin embargo, la mayor diferencia entre el crecimiento micelial se present6
en la cepa R-03-8-M de S. schenckii, con un 44 % mas grande entre los 200 pL de
sideréforos y cuando no se le adicionaron al medio (Grafica 1).

En ninguno de los casos después de haber transcurrido las 96 horas, las
cepas que crecieron en medios sin sideréforos mostraron igualdad o similitud entre
si, con respecto a las cepas a las que se les adicion6 méas de 20 pL de sideroforos

en el medio (Grafica 1).
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Grafica 1. Promedios del didmetro de crecimiento micelial de Sporothrix spp., después de
haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacion a 28°C. En cada volumen de
sideroforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada linea (arriba hacia abajo) indica el crecimiento
de las cepas de Sporothrix mexicana (551 y 542) y las cepas Sporothrix schenckii
(553,540,185 y R-03-8-M), compararas a las horas de 24 (promedio a las 24 horas), 48
(promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96 horas).
Gréfico realizado en Excel 2016®.

8.1

S. mexicana cepa 551 aislada del ambiente

En el caso de la cepa 551 de S. mexicana se observdé que a las 24 horas

posteriores a su inoculacion comenzd a crecer su micelio en forma gradual, es



decir, era mayor cuando se le ha adicionado alguna concentracion de sideréforos en
comparacion a la placa control. Después de realizar el promedio de crecimiento
entre el triplicado de placas (para cada concentracion), se destaca que el mayor
crecimiento micelial se present6 con la adicion de 200 uL de sideréforos con 10.33
mm en comparacion a la placa sin sideréforos con 6.00 mm de crecimiento, 41.9 %
mas grande (Grafica 2).

Finalmente, posteriores a las 96 horas, el mayor crecimiento micelial se
presentd con 20 yL de sider6foros con 26.00 mm 7.7% mas grande que con 200 pL
(24.00 mm) y 24.3 % mayor que cuando no se le adicion6 sideréforos (19.67 mm)
(Gréfica 2).

Se destaca que todas las cepas monitoreadas, este fue el Unico caso en que
en promedio el mayor didmetro ce crecimiento micelial se present6 con la adicién de
20 pL de sideroforos transcurridas las 96 horas (Gréfica 1).

Respecto a la morfologia macroscépica de la cepa 551 de S. mexicana es de
destacar la aparicion de rugosidad en el micelio que creci6 en la placa con 15 pL de
sideréforos con respecto a las otras concentraciones, incluyendo al micelio de la
placa donde no se adicion0 sideréforos. También se observa la presencia de un
valle irregular en el centro del micelio de la placa con 5 pL de sider6foros (Tabla 1)
(Figura 1).
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Gréfica 2. Promedios del diametro de crecimiento micelial de S. mexicana cepa 551,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacién a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacién con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacién estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL).

Tabla 1. Observacion macroscopica de S. mexicana cepa 551 a las 96 horas de
inoculacién a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.



Concentracion Sin la
S adicion de 5uL 10 uL 15 uL 20 uL | 200 uL
de sideroforos | ., .
sideroforos
Color Beige Beige Beige Beige Beige Beige
Superficie Plana Plana Rugosa | Plana Plana Plana
Margen Regular Regular | Regular | Regular | Regular | Regular
Borde Radiado Plano Radiado | Plano | Radiado | Radiado
Presencia
. de un . )
Centro Radiado valle Radiado | Plano | Radiado| Plano
irregular

Figura 1. Morfologia macroscépica de colonias de S. mexicana cepa 551 a 96 horas de su
inoculacion a 28 °C A. sin la adicidn de siderdforos. B. 5 yL de siderdforos. C. 10 yL de
sider6foros. D. 15 uL de sideréforos. E. 20 uL de sideréforos. F. 200 uL de sider6foros. La
linea verde indica el margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el centro
del micelio.

8.2 S. mexicana cepa 542 aislada del ambiente

En el caso de la cepa 542 de S. mexicana se observé que, a las 96 horas
posteriores de la inoculacion, el mayor crecimiento de diametro micelial fue con 200
ML (29.33 mm), 13.6 % mas grande que cuando no se le adicioné sideroforos (25.33

mm) (Grafica 3).



Esta cepa fue la Unica que presenté contaminacion (después 48 horas) en el
triplicado de placas Petri a las que se les adicion6 20 uL de sideroforos, es por esto
por lo que no se muestran los resultados.

En la morfologia macroscoépica de la cepa 542 de S. mexicana se observa
gue se comparten caracteristicas entre las placas, excepto que el centro del micelio
es radiado cuando no hay sideroforos en el medio, asi como que el borde es
radiado en los casos cuando las placas tienen concentraciones de 5, 15y 200 uL de
sideréforos (Tabla 2) (Figura 2).
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Gréfica 3. Promedios del didmetro de crecimiento micelial de S. mexicana cepa 542,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacion a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacidn con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacion estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideroforos (0, 5, 10, 15, 20y 200pL).

Tabla 2. Observacion macroscopica de S. mexicana cepa 542 a las 96 horas de
inoculacién a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Sin la
adicion de 5uL 10 uL 15 uL 20 uL | 200 uL
sideroforos

Concentracion
de sidero6foros

Color Beige Beige Beige Beige -* Beige

Superficie Plana Plana Plana Plana -* Plana
Margen Regular Regular | Regular | Regular -* Regular
Borde Radiado Plano | Radiado | Plano -* Radiado

Centro Radiado Plano Plano Plano -* Plano

*Presentd contaminacion.



Figura 2. Morfologia macroscépica de colonias de S. mexicana cepa 542 a 96 horas de su
inoculacion a 28 °C A. sin la adicidn de siderdforos. B. 5 yL de siderdforos. C. 10 yL de
sideréforos. D. 15 pL de sideréforos. E. 200 pL de sideréforos. La linea verde indica el
margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el centro del micelio. La
adicion de 20 uL en el medio no se muestra, por presentar contaminacion en el proceso.

8.3 S. schenckii cepa 553 aislada del ambiente

En cuanto a la cepa 553 de Sporothrix schenckii su monitoreo a las 96 hrs mostro
un mayor crecimiento en promedio en las cajas con respecto al volumen de 200uL
al ser de 26.97 mm en comparacién a las cajas que no tenian sideréforos donde
solo crecieron en promedio 25.33 mm, un 6.09 % mas grande (Grafica 4).

En la morfologia macroscopica de la cepa 553 de S. schenckii se observan
margenes irregulares en los casos donde no hay adicion de sideroforos y con 200
ML. Asi como, la aparicion de rugosidad en el centro del micelio cuando no hay
sideréforos y con 20 pL de sider6foros en el medio; es decir caracteristicas que se
presentaron en la placa donde no hay adicion de siderdforos, desaparecieron con 5,
10y 15 pL, para volver a presentarse a los 20 y 200 uL (Tabla 3) (Figura 3).
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Grafica 4. Promedios del diametro de crecimiento micelial de S. schenckii cepa 553,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacién a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacion con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacién estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL).

Tabla 3. Observacion macroscopica de S. schenckii cepa 553 a las 96 horas de
inoculacion a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Concentracion =M 2
de siderforos adicion de 5uL 10 yL 15 uL 20 uL 200 uL
sideroforos
Color Beige Beige Beige Beige Beige Beige
Superficie Rugosa Plana | Rugosa | Plana Rugosa | Rugosa
Margen Irregular | Regular | Regular | Regular | Regular | Irregular
Borde Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado
Radiado y . Radiado
Centro rugoso Plano | Radiado | Plano y 1UgoSO Plano




Figura 3. Morfologia macroscépica de colonias de S. schenckii cepa 553 a 96 horas de su
inoculacion a 28 °C A. sin la adicion de sideroforos. B. 5 pL de sideréforos. C. 10 yL de
sideroforos. D. 15 L de sideréforos. E. 20 pL de sideréforos. F. 200 uL de sideroforos. La
linea verde indica el margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el centro
del micelio.

8.4  S.schenckii cepa 540 aislada del ambiente

En el caso de la cepa 540 de S. schenckii se observd que, conservo un crecimiento
gradual, es decir, entre mas aumenta la concentracién de sidero6foros mayor es el
diametro de crecimiento micelial. Las mediciones tomadas a las 96 horas muestran
gue en promedio el mayor crecimiento fue cuando habia 200 uL de sideréforos en el
medio (39.33 mm), 23.73 % méas grande en comparacién al micelio de la cepa
donde no se adicion6 sideréforos (30.00mm) (Grafica 5).

La morfologia macroscépica de la cepa 540 de S. schenckii, presenté
margenes irregulares cuando se le adiciondé 5y 200 yL de sideréforos al medio,
observandose una pequefia protuberancia que parece surgir a partir del centro,
extendiéndose hasta un borde. Se destaca, que se mantuvo uniforme la presencia
de rugosidad en la superficie y un centro radiado, lo que puede hacer caracteristica
a esta especie de S. schenckii (Tabla 4) (Figura 4).

En la morfologia microscopica de la cepa 540 de S. schenckii, al observar el
micelio a 40X en un microscopio compuesto, se presentan cambios como la

ramificacion de los filamentos que desaparece conforme aumenta la concentracion



de sideréforos, asi como la aparicibon de simpodulosporas y la escasez de

conidiéforos (Tabla 5) (Figura 5).

45.00
E 40.00
CE
Z .~ 35.00
w3
= r 30.00 e 24
Ol
L S 25.00 ,{ A [ 48
3 ’ N
o = 20,00 .. .
a
o & 15.00 — 96
m .
= < 10.00 % cot @l il a® = === Media
=z 5.00 T e @« Desviacion estandar
< (@) .
¥
8 0.00
0 5 10 15 20 200

VOLUMEN DE SIDEROFOROS (uL)

Gréfica 5. Promedios del diametro de crecimiento micelial de S. schenckii cepa 540,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacion a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacién con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacién estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideroforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL).

Tabla 4. Observacidén macroscoépica de S. schenckii cepa 540 a las 96 horas de
inoculacién a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Sin la
adicion de 5uL 10 uL 15 uL 20 yL 200 pL
sideréforos

Concentracion
de sideroforos

Color Beige Beige Beige Beige Beige Beige
Superficie Rugosa | Rugosa | Rugosa | Rugosa | Rugosa | Rugosa
Margen Regular | Irregular | Regular | Regular | Regular | Irregular
Borde Radiado Plano Plano Plano Plano Radiado

Centro Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado




Figura 4. Morfologia macroscépica de colonias de S. schenckii cepa 540 a 96 horas de su
inoculaciéon a 28 °C A. sin la adicion de sideroforos. B. 5 uL de sideréforos. C. 10 yL de
sideroforos. D. 15 uL de siderdéforos. E. 20 yL de sideréforos. F. 200 uL de sideroforos. La
linea verde indica el margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el centro

del micelio.

Tabla 5. Observacion microscopica de S. schenckii cepa 540 a las 96 horas de
inoculacion a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Concentracion

Sin la adicion

de sider6foros | de sideréforos S RO 19 [l AV AU
Filamentos Entrecruzados | Escasos Entrec_rl_Jzados Separados Esqqsos Y | Escasos
y ramificados ramificados
Conidioforos Muchos Pocos Pocos Muchos Pocos Pocos
Simpodulosporas No No Si Si Si No




Figura 5. Caracteristicas microscépicas aumento 40X de colonias de cepas de S.
schenckii cepa 540 a 96horas de su inoculacién a 28°C. A. sin sider6foros en el medio.
B. 5 uL de sideréforos. C. 10 yL de sideréforos. D. 15 yL de sideréforos. E. 20 uL de
siderdéforos. F. 200 L de sidero6foros.

8.5  S.schenckii cepa 185 aislada de paciente (humano)

En el caso de la cepa 185 de S. schenckii se observé que, a las 96 horas
posteriores a su inoculacion, el mayor diametro de crecimiento micelial en promedio
fue cuando se adicionaron 200 uL de sideréforos al medio con 26.00 mm, un 26.93
% mas grande en comparacién al que no se le adicioné sideréforos con 19.00 mm
(Gréfica 6).

La morfologia macroscépica de la cepa 185 de S. schenckii aislada de un
paciente humano, presentd el Unico caso de pigmentacion al tener un centro
amarillo, asi como, en este caso después de los 10 pL de sideréforos se observan

margenes irregulares (Tabla 6) (Figura 6).
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Gréafica 6. Promedios del diametro de crecimiento micelial de S. schenckii cepa 185,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacion a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacién con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacion estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL).

Tabla 6. Observacidén macroscoépica de S. schenckii cepa 185 a las 96 horas de

inoculacién a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Concentracion =i
L adicion de 5uL 10 yL 15 yL 20 yL 200 pL
de sideroéforos .
sideroforos
Color Beige Beige Beige Beige Beige Beige
Superficie Plana Plana Plana Plana Plana Plana
Margen Regular Regular | Irregular | Irregular Irregular Irregular
Borde Radiado Radiado | Radiado | Radiado Radiado Radiado
Centro Amarilloy | Amarillo | Amarillo | Amarillo | Amarilloy | Amarillo
radiado y radiado | y radiado | y radiado radiado y radiado




Figura 6. Morfologia macroscépica de colonias de S. schenckii cepa 185 a 96 horas de su
inoculacion a 28 °C A. sin la adicidn de siderdforos. B. 5 yL de sider6foros. C. 10 yL de
siderdéforos. D. 15 pL de sideréforos. E. 20 pL de sideréforos. F. 200 pL de sideréforos. La
linea verde indica el margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el centro
del micelio.

8.6  S.schenckii cepa R-03-8-M aislada de paciente (mascota)

En el caso de la cepa R-03-8-M de S. schenckii se observd que, a las 96 horas
posteriores a su inoculacién, el mayor didmetro de crecimiento micelial en promedio
fue cuando se adicionaron 200 pL de sideréforos al medio con 25.00 mm, un 44 %
mas grande en comparacion al que no se le adiciond sider6foros con 14.00 mm
(Grafica 7). Es de destacar que esta fue la cepa que en porcentaje presenté una
mayor diferencia de diametro de crecimiento micelial cuando se le ha adicionado
sideréforos en comparacion a la cepa que no los tenia (Grafica 1).

En la morfologia macroscopica de la cepa R-03-8-M de S. schenckii aislada
de un caso de esporotricosis en mascota, se presentan margenes irregulares en las
concentraciones de 5, 20 y 200 pL, las demas caracteristicas se mantienen
constantes (Tabla 7) (Figura 7).
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Gréfica 7. Promedios del diametro de crecimiento micelial de S. schenckii cepa R-03-8-M,
después de haber sido monitoreado cada 24hrs por 96hrs de incubacion a 28°C. En cada
volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200 pL), cada barra indica: 24 (promedio a las 24
horas), 48 (promedio a las 48 horas), 72 (promedio a las 72 horas) y 96 (promedio a las 96
horas). La linea morada indica la media de crecimiento en relacién con el volumen, la linea
punteada negra indica la desviacion estandar. Las barras de error hacen referencia al error
tipico entre ensayos en cada volumen de sideréforos (0, 5, 10, 15, 20 y 200uL).

Tabla 7. Observacion macroscopica de S. schenckii cepa R-03-8-M a las 96 horas
de inoculacién a 28° C en placas Petri con Agar glucosa Sabouraud.

Sin la
adicion de 5 puL 10 uL 15 uL 20 yL 200 pL
sideréforos

Concentracion
de sideroforos

Color Beige Beige Beige Beige Beige Beige

Superficie Plana Plana Plana Plana Plana Plana
Margen Regular | Irregular | Regular | Regular | Irregular | Irregular
Borde Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado | Radiado

Centro Plano Plano Plano Plano Plano Plano




Figura 7. Morfologia macroscopica de colonias de S. schenckii cepa R-03-8-M a 96 horas
de su inoculacién a 28 °C A. sin la adicion de sider6foros. B. 5 uL de sideréforos. C. 10 uL
de sideréforos. D. 15 yL de sideroforos. E. 20 yL de sider6foros. F. 200 uL de sideréforos.
La linea verde indica el margen, la linea azul indica el borde y la linea morada indica el
centro del micelio.

9. Discusion

En el presente estudio se determind la actividad de los sideroforos previamente
obtenidos de la cepa ambiental 553 de Sporothrix schenckii, adicionados en
volumenes de 5, 10, 15, 20 y 200 microlitros, al ser adicionados al medio Agar
glucosa Sabouraud con 4 cepas de Sporothrix schenckii. Dos cepas aisladas del
ambiente 540 y 553 y 2 aisladas de casos clinicos una de humano cepa 185 y otra
perteneciente a una mascota cepa R-03-8-M; y 2 cepas de Sporothrix mexicana
aisladas del ambiente cepas 542 y 551. Por ser éste un hongo dimoérfico, el ensayo
estaba planeado para ser aplicado tanto en la fase micelial como para la
levaduriforme, pero debido a la pandemia por COVID-19, la cual tuvo su llegada a
México el dia 27 de febrero de 2020, solo se lograron obtener los resultados del
andlisis en la fase micelial, asi pues, solo se analizé el micelio macroscépico y no
microscoépico. Sin embargo, de este ultimo se tiene evidencia de una Unica toma de

muestra para la cepa 540 S. schenckii.

Se ha demostrado que, en condiciones deficientes de hierro, se ve afectado

el crecimiento de los microrganismos. Los sideroforos pueden mejorar el



crecimiento de microorganismos no cultivables en medios artificiales o inhibir el
crecimiento de algunos hongos fitopatégenos (Phytophthora parasitica, Pythium
ultimum y Sclerotinia sclerotiorum) (40). La informacion sobre el efecto que tienen
los sideroforos en el crecimiento de los hongos es escasa a pesar de que desde
1983 Holzberg y Artis describieron que diferentes hongos de interés médico,

incluyendo a Sporothrix schenckii producen sideroforos (5).

A partir del afio 1999 en el Laboratorio de Micologia del CICM-ICUAP se han
realizado diferentes estudios sobre la obtencién y caracterizacion de los sideréforos
en cepas de Sporothrix spp. En 1999 Pacheco realizé un estudio para determinar la
produccion de sideroforos por el método Cloroformo-fenol, donde concluyé que en
ambas fases del hongo se encuentran sideréforos, sin embargo, la fase micelial
mostré una mayor presencia de ellos que la fase levaduriforme, sugiriendo que el
micelio pueda requerir mas hierro que la fase levaduriforme in vitro y posiblemente

se deba a la complejidad del micelio en comparacién a las levaduras.

Las levaduras al igual que el micelio producen sideréforos del tipo
hidroxamato, con los resultados de nuestro estudio y tomando en cuenta que se ha
reportado una menor presencia de sideroforos en comparacion a la fase micelial, se
podria hipotetizar que la presencia de sideroforos en la fase levaduriforme cambiara
su morfologia estructural en funciéon de agregar una cantidad menor de sideroforos
en el medio de la que necesito la fase micelial, que fue de 5 pL, sin embargo, en el
caso de las levaduras, el medio a utilizar deber& ser el agar infusion de cerebro-
corazén, que a diferencia del medio utilizado en el micelio (agar dextrosa
Sabouraud) no contiene glucosa, lo que podria ocasionar una deficiencia en su
crecimiento, ya que esta es necesaria para la obtencién de la energia, y utilizada en
la transicion de micelio a levadura. Por lo tanto, los sideréforos estaran aumentando
la proliferacion de levaduras, pero no de manera notable, debido a que los
sider6foros no son necesarios para la proliferacién, asi como la interaccion del
hierro con la glucosa en el medio. Las levaduras se tratan de la forma parasitaria de
Sporothrix spp. tomando esto en cuenta, y que en 2006 Sabanero y colaboradores
(58) concluyeron que la adhesion de las levaduras al epitelio, promueven la
alteracion morfologica en el huésped y la pérdida del arreglo de la red microtubular
sugiriendo que la adhesién del patégeno al epitelio conlleva una invasion y dafio a
los tejidos. Asi como, conocemos que el aumento de la concentracién de hierro libre
son factores de riesgo para el desarrollo de la infeccién en el huésped (53), se

sugiere que In vivo la produccion de sideréforos debera de promover la proliferacion



de levaduras y la adhesion al epitelio, aumentando en consecuencia la capacidad

de infeccion y de causar enfermedad.

El crecimiento de cepas de Sporothrix spp. en fase micelial a 28°C es
aproximadamente de 72 a 120 horas (3-5 dias) (16). Vasquez y Castillo en 2017,
realizaron la caracterizaciéon fenotipica de aislamientos clinicos de Sporothrix
schenckii, manteniendo las cepas en medio PDA durante 21 dias, donde se alcanzé
en promedio un diametro de crecimiento colonial de 44.40 mm (59), en nuestro
estudio después de solo 4 dias con la adicién de 200 uL de sideréforos en el medio
se reporté en promedio un diametro de crecimiento colonial de 39.33mm en la cepa

540. Solo una diferencia de 5.07 mm, en 17 dias menos.

En todas las cepas excepto a la R-03-8-M de S. schenckii, después de las 72
horas se cubri6 casi por completo la superficie de la caja Petri, y se podria suponer
gue esto limitdé el crecimiento del hongo a las 96 horas, sin embargo, no fue asi
debido a que en la cepa R-03-8-M aun existia espacio para su crecimiento y no
alcanzo a las demas cepas. La cepa 542 de Sporothrix mexicana fue la Unica que
present6 contaminacion en los tres ensayos, esta fue a la adicién en el medio de
20uL de siderdéforos, y debido a que la cepa 551 de Sporothrix mexicana, presento
su mayor didmetro de crecimiento colonial a los 20uL, y que Sporothrix mexicana es
considerada una especie ambiental, quizas ponga sus sideréforos disponibles a la
disposicibn de otros microorganismos presentes en el ambiente para su

crecimiento, basandose en una posible simbiosis.

Existen diferencias macroscopicas en la adiciéon de sideréforos, asi como en
el aumento del volumen de éstos, al compararlas con aquellas cepas que no
cuentan con sideroforos en el medio, presentando rugosidad, alterando sus
margenes de regulares a irregulares o hasta de cambiar la pigmentacion de las
colonias. Las diferencias microscopicas son notables entre cada concentracién de
sideroforos, a pesar de que solo se cuenta con una muestra tomada, la aparicién de
estructuras hace suponer los variables cambios morfolégicos que presenta

Sporothrix spp. con la presencia de sideréforos.

Se propone que este estudio sirva de base para fomentar el estudio de los
sideréforos producidos por las especies de Sporothrix, para concluir sus efectos en
la fase levaduriforme, a exposicion de antifungicos, en la formacion de biopeliculas,

asi como, en su capacidad de producir una infeccion.



10.Conclusiones

1. Se observoé que todas las cepas tienden a aumentar su diametro de

crecimiento colonial de la fase micelial cuando se les adiciona sideréforos.

2. Las cepas de S. mexicana mantienen comportamientos similares de
crecimiento entre si al igual que las cepas de S. schenckii a excepcién de la
cepa R-03-8-M.

3. La morfologia macroscépica es notablemente cambiante en aquellas
cepas que cuentan con sideréforos en su medio, al dejar de ser regulares en

Su margen 0 comenzar a presentar rugosidad.

4. Los cambios en la morfologia microscopica de S. schenckii cepa 540, son
variables conforme se aumenta la concentracion de sideréforos, con la

aparicion de simpodulosporas y la desaparicion de filamentos ramificados.



11.Perspectivas

Dado que no existen datos relacionados con el tema de investigacion de esta tesis,
por los resultados obtenidos y por el alcance de este trabajo, quedan abiertos
algunos temas a indagar como son:
e Analizar el efecto de los sideroforos de Sporothrix spp. sobre la formacion y
crecimiento de sus levaduras.
e Estudiar microscopicamente el efecto de los sider6foros de Sporothrix spp.
sobre su crecimiento.
e Analizar el efecto de los sideréforos de Sporothrix spp. en la formacion de
biopeliculas.
e Evaluar el efecto de los sideréforos en pruebas antifungicas de Sporothrix
spp.
e Realizar una comparacion del efecto de los sideréforos producidos por cada
una de las especies del género Sporothrix.

e Estudiar efecto de los sideréforos de Sporothrix spp. en la esporotricosis.
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