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RESUMEN

Objetivo: Identificar los genotipos de S. schenckii que circulan en 2 distritos de la provincia de Abancay, Pera.
Material y Métodos: Se evaluaron 17 cepas procedentes de pacientes con lesiones linfocutaneas y lesion
cutanea fija mediante la técnica del ADN Polimorfo Amplificado Aleatorio - Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RAPD - PCR) con el cebador GTG, (GTG GTG GTG GTG GTG). Resultados: Identificamos 6 genotipos, siendo el
genotipo | el predominante en las areas de estudio. No se logré asociar los genotipos obtenidos con caracteres
clinicos y geograficos. Conclusiones: Nuestros resultados evidencian que existe biodiversidad genética entre las
cepas de S. schenckii que circulan en ambas zonas.
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ABSTRACT

Objective: To identify S. schenckii genotypes circulating in 2 districts from the Abancay province in Peru. Material
and Methods: 17 strains from patients with lympho-cutaneous and fixed cutaneous lesions using RAPD-PCR
techniques (Randomized Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction) with AGTG, primer (GTG GTG GTG
GTG GTG). Results: We identified 6 genotypes, being genotype | the most frequent in the studied geographical areas.
There was not any association with clinical and geographical characteristics. Conclusions: Our results prove that
there is genetic biodiversity between circulating S. schenckii strains in the two districts assessed.
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INTRODUCCION

La esporotricosis es una infeccion subcutanea cau-
sada por el hongo dimorfico Sporothrix schenckii que
usualmente existe como saprofito en asociaciéon con
material organico como la vegetaciéon descompuesta,
el suelo o el heno. La piel del hospedero que sufre un
trauma puede permitir el ingreso de las conidias del
hongo, que habitan en el ambiente, y luego recorrer
ascendentemente los canales linfaticos, empezando
a desarrollar lesiones granulomatosas a lo largo de
este canal, las cuales, luego, se ulceran y drenan, sien-
do la principal manifestacién el tipo linfocutaneo®=.
Mediante técnicas moleculares se ha demostrado que
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otras formas de inocular el micelio son por picadura
de mosquitos, y probablemente, por arafiazo de gato*.
La provincia de Abancay, valle altoandino ubicado al
centro sur del Pera (Figura 1), tiene una altura de 2750
msnm y es considerada como hiperendémica, y don-
de la poblacion més afectada es la de nifios de 0 a 15
afios, con una incidencia anual de 156 casos/100 000
personas®.

La informacién nacional se refiere a reporte de casos,
tratamiento y epidemiologia de la enfermedad?® >, ca-
reciendo de datos acerca de los genotipos de S.
schenckii que circulan en areas adyacentes a la pro-
vincia de Abancay.
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Figura 1. Ubicacion del departamento de Apurimac y
su capital, Abancay, Pera.
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Los métodos convencionales identifican
limitadamente a los hongos en base a caracteres
macroscopicos, microscépicos, bioquimicos vy
seroldgicos, lo cual no permite distinguir diferencias
entre las cepas? 3. Para ello, las herramientas
moleculares surgen como una opcién para identificar
estas diferencias, con implicancias diagndsticas y
epidemioldgicas??. La literatura internacional indica
que la tipificacion de cepas de S. schenckii de diferen-
tes zonas geogréaficas se basa en el empleo de
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) en
ADN mitocondrial (ADNmt), Random Amplified of
Polymorphic DNA (RAPD) y Cariotipificacion®® -2,

El presente trabajo es el primer estudio que tiene como
finalidad identificar los genotipos de S. schenckii que
circulan en 2 distritos de la provincia de Abancay, me-
diante la tipificacion del ADN genémico.

MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron 17 cepas halladas en pacientes con
esporotricosis linfocutanea y cutanea fija diagnostica-
dos entre los meses de junio y septiembre de 1998,
procedentes de los distritos de Abancay y Tamburco
(provincia de Abancay, departamento de Apurimac). Los
aislamientos se realizaron en los centros de salud de
Santa Teresa, Tamburco y Hospital Regional de
Abancay, como parte de un estudio de factores de ries-
go para adquirir esta enfermedad. Posteriormente
éstas fueron remitidas al Laboratorio de Micologia del
Instituto Nacional de Salud, donde fueron mantenidas
en caldo infusion cerebro corazdn con glicerina al 30%
y almacenadas a 20°C.
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Las cepas fueron identificadas evaluando las caracte-
risticas macromorfolégicas y microscopicas, posterior-
mente llevadas al subcultivo sobre agar papa dextro-
sa e incubacion a 28°C por 15 dias, para, finalmente,
demostrar el dimorfismo térmico a 37°C y temperatu-
ra ambiente por 3y 7 dias, respectivamente.

Luego, las cepas fueron incubadas en caldo cerebro
corazén con agitacion por 72 horas a 35°C para obte-
ner concentraciones < 1 x 10° células/mL.

El ADN gendmico fue extraido empleando zimolasa
(ICN) a una concentracion final de 1000 U/mL y purifi-
cado utilizando el kit Genomic - tip 20/G (QIAGEN®),
segun las recomendaciones proporcionadas por el
fabricante®.

La técnica de RAPD - PCR fue realizada en un volu-
men final de 25 uL, la mezcla contenia 10 ng de la
muestra de ADN requerida, 2 mM MgCl,, 200 uM de
cada dATP,dTTP, dCTP, y dGTP (Perkin Elmer®); 0.2 uM
del oligonucledtido GTG, (GTG GTG GTG GTG GTG),
agua destilada y esterilizada para completar el volu-
men final y 1 U de la enzima Taq Gold Polimerasa
(Perkin Elmer®). Las condiciones de amplificacion 6p-
tima fueron hot start (94°C por 5 minutos),
desnaturalizacién (94°C por 20 segundos), hibridacién
(50°C por 50 segundos), extension (72°C por 20 se-
gundos) y, extension final (72°C por 6 minutos). Las
reacciones de PCR fueron mantenidas a 4°C. Las
bandas de amplificacion fueron observadas mediante
electroforesis en un gel de agarosa 1,5%, tefiidas con
bromuro de etidio y visualizadas mediante rayos
ultravioletas. El RAPD-PCR fue repetido tres veces in-
dependientemente y los patrones fueron detectados
consistentemente en cada vez. Los genotipos fueron
asignados basados en la presencia y nimero de ban-
das observadas en el gel de agarosa.

RESULTADOS

De las 17 cepas estudiadas, 7 correspondieron a le-
siones linfocutédneas (41,2%) y 10 a aislamientos de
la forma cutanea fija (58,8%) (Tabla 1).

Se identificaron seis genotipos y se denominaron
como I, II, I, 1V, Vy VI. El genotipo | fue el predominante
en 6 aislamientos (pacientes 3 al 7) mostrando 4 ban-
das de ADN con un tamafio que oscila entre los 4400
pb y 10000 pb. Los genotipos Il (pacientes 2, 12, 14),
Il (pacientes 1, 11, 13) y IV (pacientes 8, 9, 17) genera-
ron 5, 2 'y 3 bandas que oscilaron entre los 2300 pb y
10 000 pb. Los genotipos V (paciente 10) y VI (pacien-
te 15) presentaron 5 y 3 bandas entre los 2200 pb y



Rev peru med exp salud publica 21(2), 2004

Variabilidad genética del Sporothrix schenckii

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, geograficas y moleculares de Sporothrix schenckii.

Paciente  Distrito de Procedencia Forma clinica Variante Molecular
1 Abancay Cutanea fija Il
2 Abancay Linfocutanea I
3 Tamburco Cutanea fija |
4 Tamburco Linfocutanea I
5 Abancay Linfocutanea I
6 Abancay Cutanea fija I
7 Abancay Cutanea fija I
8 Abancay Cutanea fija v
9 Tamburco Cuténea fija v
10 Abancay Linfocutanea \%
11 Abancay Cutanea fija Il
12 Abancay Linfocutanea I
13 Tamburco Cutanea fija Il
14 Abancay Cutanea fija Il
15 Tamburco Linfocutanea \!
16 Abancay Cutanea fija I
17 Tamburco Linfocutanea v

10 000 pb, respectivamente. Los genotipos Il y V fue-
ron los que presentaron mayor cantidad de bandas,
mientras que el genotipo Il generd el menor ndmero
de bandas. Existen fragmentos de ADN conservados
en todas las variantes cuyos rangos oscilan entre los
6500 pb y 4400 pb (Figura 2).

No se logré asociar los genotipos obtenidos con ca-
racteres clinicos y geogréficos (Tabla 1).

DISCUSION

Son muy escasas las investigaciones en el pais so-
bre la epidemiologia molecular de S. schenckii. Los
resultados encontrados en este estudio demuestran
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la presencia de seis variantes genéticas en el valle de
Abancay mediante la técnica de RAPD-PCR. Diversos
investigadores han genotipificado S. schenckii basa-
dos en el analisis del perfil de restriccion del ADNmt
distinguiendo 2 grandes grupos filogenéticos a partir
del andlisis de 30 tipos de ADNmt (1 - 30) sugiriendo
gue las cepas procedentes de América Central,
Sudéafrica, Norte y Sur América pertenecen al grupo Ay
las que provienen de Australia, China, Japén corres-
ponden al grupo B, Otros autores han empleado el
RAPD y Cariotipificacion para relacionar diferentes ti-
pos clinicos y areas geograficas con genotipos?® 202,

Nuestros hallazgos indican que existe variabilidad
genética en cepas de S. schenckii aisladas en 2 distri-
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Bandas de ADN de las 6 variantes
genéticas (I - VI) obtenidas en las
17 cepas de Sporothrix schenckii.
(M: marcador molecular ¢A + HIND
I1l. N: control negativo).

Figura 2. Variantes genéticas de 17 cepas de Sporothrix schenckii.
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tos colindantes de la zona hiperendémica de Abancay.
Recientemente Neyra et al.?* estudiaron 25 cepas de
S. schenckii procedentes de Amazonas (2), Apurimac
(9), Ayacucho (1), Cajamarca (3), La Libertad (1), Lima
(6), Loreto (2) y Puno (1) sefialando que existen 2 gran-
des grupos genéticos, ademas que las cepas de
Apurimac no predominan en ningun grupo, por lo que
en ambas investigaciones se coincide en la
biodiversidad genética de este hongo y la dificultad de
correlacionar los genotipos obtenidos con los orige-
nes geogréaficos de los aislamientos y formas clini-
cas. Sin embargo, Mesa-Arango et al.'® asocian carac-
teres fenotipicos con diferentes origenes geograficos
de los aislamientos de S. schenckii, ademas, indican
que esta variabilidad genética puede ser ocasionada
por un tipo de recombinacion no mei6tica en un ciclo
parasexual o por la presencia de mutaciones.

A partir de este estudio se podran realizar futuras in-
vestigaciones con un mayor nimero de cepas para
conocer la dindmica poblacional y la tasa de variabili-
dad de S. schenckii. Los nuevos conocimientos acer-
ca del genoma de este hongo permitiran disefar
oligonucledtidos con fines diagnosticos.
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