Kasmera 25 (1): 7-24, 1997

COMPORTAMIENTO DE SPOROTHRIX SCHENCKII Y
CLADOSPORIUM CARRIONII EN MEDIOS A BASE DE
EXUDADOS GOMOSOS

BEHAVIOR OF SPOROTHRIX SCHENCKII AND
CLADOSPORIUM CARRIONII IN THE CULTURE MEDIA
ON THE BASIS OF NATIVE GUMS

Sofia Rodriguez-V.*; Luz M. Mesa*;
Gisela Pdez-F.**; Gladys Leén-P.*#*

RESUMEN

S. schenckii y Cladosporium carrionii, hongos patégenos, se

cultivaron a 28°C por 11 dias en medios a base de los exudados go-
mosos nativos de Cedrela odorata y Cercidium praecox. El aisla-
miento y la identificacién de esos hongos se llevé a cabo usando la
metodologia cldsica; la determinacién de la biomasa y la curva de
crecimiento de S. schenckii fue realizada en los sustratos antes
mencionados. La composicién de azhcares de los exudados gomo-
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sos usados mostré la presencia de varios monosacéridos, los cuales
podrian ser usados por los hongos como fuente de carbono y ener-
gia. Los resultados obtenidos en los medios de cultivo estudiados,
con base en los exudados gomosos, son comparables a los observa-
dos en Sabouraud. Los hongos estudiados mostraron sus caracte-
risticas inequivocas.

Este estudio evidencié que los medios de cultivo con base en
exudados gomosos son substratos econémicos no convencionales,
muy ttiles para aislar y caracterizar los hongos S. schenckii y C.
carrionii.

Palabras claves: Sporothrix schenckii, Cladosporium carrionii,
Cercidium praecox, Cedrela odorata, exuda-
dos gomosos.

ABSTRACT

Sporothrix schenckii and Cladosporium carrionii, were grown
at 28°C for 11 days in the culture media on the basis of native
gum exudates from Cedrela odorata and Cercidium praecox. The
isolation and identification of these fungi were carried out by
using the standard methodology. Biomass determination and cur-
ve of growth of S. schenckii were done on the above sustrates. The
sugar composition of the used gum exudates showed the presence
of many monosaccharides, which may be used for the fungi as
source of carbon and energy. The results obtained in the studied
culture media, on the basis of gum exudates, are comparable to
those observed in Sabouraud; the studied fungi showed their une-
quivocal characteristics. This study evidenced that the culture me-
dia on the basis of gum exudates, are economical, no conventional
sustrate and very useful to isolate and characterize the fungi of S.
schenckii and C. carrionii.

Key words: Sporothrix schenckii, Cladosporium carrionii, Cerci-
dium praecox, Cedrela odorata, native gums,
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INTRODUCCION

Los hongos patégenos Sporothrix schenckii y Cladosporium
carrionii, productores de esporotricosis y cromomicosis respectiva-
mente son saprofitos capaces de adaptarse y proliferar en el tejido
vivo animal, cuando se inoculan por via traumética®7-11:16,

El diagnéstico micolégico de estas afecciones se basa en el ais-
lamiento e identificacién del agente causal. La demostracién mi-
croscépica del hongo en preparados directos establece la presencia
de la infeccién micética; es indispensable la inoculacién del mate-
rial patolégico en los medios de cultivo adecuados para su identifi-
cacién inequivoca.

Se han ensayado una amplia variedad de sustra-
tosl:2:5:12,17.18 o g Jograr el desarrollo "in vitro” de los hongos. La
necesidad de medios de cultivo que faciliten el crecimiento adecua-
do de estos microorganismos ha estimulado las investigaciones
tendentes a la blisqueda de sustratos idéneos. Los resultados hala-
gadores, obtenidos en la identificacién de hongos de diferentes gé-
neros en medio de cultivos a base de exudados gomosos*13, justifi-
ca ampliar estas investigaciones y estudiar el comportamiento de
hongos patégenos en sustratos afines. Los exudados gomosos, go-
mas, heteropolisacéridos dcidos e hidrocoloides, estdn constituidos
por hexosas (galactosa, manosa, glucosa), pentosas (arabinosa, xi-
losa), metil pentosas (ramnosa) y dcidos urénicos (dcidos glucoré-
nicos, 4-0 metil glucurénico, galacturénico).

Se han publicado®%1%14 varios estudios relativos a la carac-
terizacién fisicoquimica y al estudio estructural de gomas, prove-
nientes de diversas especies diseminadas en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras
Los exudados gomosos de Cercidium praecox (yabo) y Cedrela
odorata (cedro) se colectaron al noroeste del Municipio Maracaibo,
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Edo. Zulia y en Capacho, Edo. Té4chira, respectivamente. Las ce-
pas de coleccién de Sporothrix schenckii IMT 6541 y Cladospo-
rium carrioniit FMC 317 fueron proporcionadas por la seccién de
Micologia del Instituto de Medicina Tropical, Universidad Central
de Venezuela. Se usaron, ademés, en este estudio Bacto-peptona,
dextrosa y Bacto-agar (Laboratorios Difco, Detroit, Michigan,
USA).

Preparacion de los medios de cultivo

Se prepararon varias soluciones acuosas de los exudados go-
mosos investigados (3, 4 y 5% p/v), previa pulverizacién en molino
de cuchillo y martillo (Retschumuhle). La solucién de la goma se
facilité por agitacién mecdnica; se filtré y se ajusté el pH (6.5-7)
por la adicién de NaOH 0.1 N. Se agregé peptona (1% p/v) y agar
(2% p/v), y se calenté en bafio de Maria (100°C). Los medios liqui-
dos, se prepararon siguiendo el procedimiento anterior, con exclu-
sién del agar. ‘

El medio de Sabouraud dextrosa agar usado como referencia
se preparé con glucosa (20 g), peptona (10 g), agar (15 g) en agua
destilada (1.000 ml). Se ajusté el pH (6.0-6.5). Los medios se este-
rilizaron por 15 minutos a las condiciones adecuadas (15 libras de
presién y 118-121 °C).

Inoculacién experimental y aislamiento de las cepas

Se prepararon suspensiones densas de S. schenckii y C. ca-
rrionii cultivadas en lactrimel, a 25 °C, por 9 y 21 dias, respectiva-
mente. Los inéculos, preparados por remocién mecédnica de las co-
lonias estudiadas, se trituraron y se suspendieron en solucién sali-
na fisiolégica estéril (8-10ml). Los ratones (8) de peso promedio de-
terminado (5-6 g) se inocularon por via intraperitoneal, con las
suspensiones de S. schenckii (1ml) y C. carrionii (0.5 ml). Se ob-
servaron las caracteristicas clinicas de los ratones por 6 semanas,
se sacrificaron y se les practicé la necropria. Los érganos que mos-
traron nédulos o placas, se estudiaron por examen directo y culti-
vo. Las muestras con las formas parasitarias de los hongos inocu-
lados se sembraron y se incubaron a 25 °C en los medios con base
en C. odorata (EGC) y C. praecox (EGY) y en el de Sabouraud dex-
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trosa agar (SDA) como referencia. Las colonias con caracteristicas
macroscipicas propias de los hongos se seleccionaron para su estu-
dio microscépico directo con lactofenol o azul de algoddn en lactofe-
nol.

Estudio macro-microscépico de los hongos investigados

Las cepas se inocularon en placas de Petri preparadas con
EGY, EGC y SDA. Se incubaron en la oscuridad a 28°C. Las carac-
teristicas macro-microscépicas se observaron a los 14 dias de incu-
bacién. Se usaron cultivos en ldmina en los medios anteriores.
Cultivo por carga. Peso seco

La cepa de S. schenckii se cultivé y conservé en los medios s6-
lidos empleados (EGY, EGC y SDA) a 28 °C. El in6culo (2.5 ml) se
preparé a partir de una suspension del hongo en agua destilada
estéril y se transfirié asépticamente a fiolas (250 ml) que conte-
nian los medios liquidos (EGY y EGC).

El experimento, por duplicado, se llevé a cabo en un incuba-
dor rotatorio (New Brunswick Scientific, model 624) en aerobiosis,
a temperatura controlada (28 °C) y con agitacién constante (150
r.p.m.). Se efectuaron determinaciones de la biomasa segun la téc-
nica de peso secol5.

Estudio fisico-quimico de los exudados gomosos
investigados

La hidrélisis de los exudados gomosos (100 mg) se llevé a cabo
con dcido sulfiirico (10 ml, 0.5 M). La composicién de azicares,
después de la hidrélisis se evalué por combinacién de cromatogra-
fia de papel y el método fenol-sulfirico®. Se prepararon curvas de
calibracién de los azicares constituyentes de los exudados gomo-
sos. El contenido de acidez se evalué por volumetria de neutraliza-
cién en muestras puras, previamente electrodializadas.



12 Rodriguez-Valero y col.

RESULTADOS

Inoculacién experimental y aislamiento de cepa: La
inoculacién se efectué en ratones (recién nacidos) en buenas condi-
ciones fisicas, Los animales inoculados con S. schenckii presenta-
ron nédulos en pelvis, patas y abdomen, los cuales se observaron
solamente en el abdomen en el caso de C. carrionii.

Los nédulos resultantes de la inoculacién con S. schenckii
mostraron al examen microscépico directo, la forma parasitaria
del hongo. En el caso de C. carrionii se observaron hifas (oscuras
con signos de actinofitosis y en proceso de germinacién). El aisla-
miento de los hongos ensayados en los medios EGC, EGY y SDA
se muestran en las figs. 1y 2

Fig. 1. Sporothrix schenckii IMT 6541. Aislamiento en los medios
a: EGC b: SDA ¢: EGY
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2] B =
Fig. 2. Cladosporium carrionii FMC 317. Aislamiento en los
medios a: EGC b: SDA ¢: EGY

Identificaciéon de las especies: Las caracteristicas macro-
microscépicas que permitieron la identificacién de los hongos en
estudio aparecen en los Cuadros 1 y 2 y en las Figs. 3-6. Los paréa-
metros analiticos de los exudados gomosos de C. praecox y C. odo-
rata se muestran en el Cuadro 3.

Cultivo por carga. Peso seco: La cinética del crecimiento
de S. schenckii en los medios de cultivo ensayados (EGY y EGC) se
observa en la fig. 7.
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Fig. 3. Caracteristicas macroscépicas de Sporothrix schenckii en
los medios ensayados a: EGC b: EGY ¢: SDA.
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Fig. 4. Sporothrix schenckii en los medios a: EGC b: EGY c: SDA.
Se observa micelio delgado, conidiéforos simpodiales, coni-
dias unicelulares, ovales y globosas. Aumento 175 X.
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Fig. 5. Caracteristicas macroscdpicas de 'C’ladosporium carrionii
en los medios ensayados a: EGC b: EGY e: SDA.
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Fig. 6. Cladosporium carrionii en los medios a: EGC b: EGY c:
SDA. Se observa micelio septado y conidias ovales en ca-
denas acrépetas. Aumento 175 X.
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Fig. 7. Cinética de crecimiento del Sporothrix schenckii.

DISCUSION

Los medios de cultivo ensayados con base en los exudados go-
mosos de Cedrela odorata (EGC) y Cercidium praecox (EGY) se
prepararon con una concentracién similar de goma (3%), debido a
que los estudios preliminares demostraron que dicha concentra-
cién produce un medio con una viscosidad adecuada.

La inoculacién de los ratones con Sporothrix schenckii y Cla-
dosporium carrionii, facilité la obtencién del material patolégico
necesario para su aislamiento primario en los substratos evalua-
dos. Los ensayos de aislamiento, a partir del material patolégico,
de los hongos a investigar en los medios de cultivo con base en los
exudados gomosos mostraron, a los 11 dias de incubacién, un cre-
cimiento similar al exhibido en el medio Saboraud, figs 1 y 2; sin
embargo, C. carrionii se desarrollé més rapidamente (6 dias) en el
medio EGY. Estos hallazgos evidenciaron que los medios ensaya-
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dos son substratos, no convencionales, adecuados para el aisla-
miento de los hongos investigados a partir de material infectado,
por lo tanto, pueden competir con el medio Saboraud, ampliamen-
te utilizado en estudios micolégicos de aislamiento.

La eficacia del substrato con base en la goma de C. odorata,
se observé previamente en la identificacién de hongos contaminan-
tes, patégenos y atmosféricos®13.

El estudio macroscépico de las cepas investigadas, a los 14
dias de incubacién, cuadro 1, mostré un crecimiento comparable
en los medios con base en los exudados gomosos y en SDA; sin em-
bargo S. schenckii mostré un mayor desarrollo en SDA y micelio
aéreo. Los rasgos microscépicos caracteristicos de las especies en
estudio aparecen inequivocamente en los tres substratos (EGY,
EGC y SDA), cuadro 2.

8. schenckii produjo, en todos los medios utilizados, un mice-
lio septado, hialino, delgado que porta conidiéforos (septados, hia-
linos, elongados, adelgazados hacia el dpice, simpodiales), fig. 5;
en SDA los conidiéforos tuvieron un mayor desarrollo (5.5 -38.5 p
por 0.5 - 1.1 u) que en EGY (5.7 - 31.3 ppor 1.1 p) y en EGC (4.4 -
23.1 p por 1.1 p). Las conidias (hialinas, globosas y ovales, unicelu-
lares) en la punta de los conidiéforos o en las hifas sobre pediculos,
mostraron un crecimiento similar en los medios y SDA (2.2 pu por
1.1 - 2.2 p). El analisis microscépico de C. carrionii destacé un mi-
celio septado, subhialino a marrén claro con conidiéforos rectos o
flexuosos, ramificados o no, de color marrén claro, pared lisa con
tamafio variable, en EGY (8.55-51.3 u por 2.8 p), EGC (8.4-422
u por 2.8 n) y SDA (6.6 - 53.9 p por 1.1 - 2.2 p); las conidias son
ovales, en cadenas acrépetas ramificadas de pared lisa con hilium
distintivo, hialinas a marrén claro, unicelulares, algunas con sep-
tos, fig. 6. Las dimensiones de los conidiéforos fueron caracteristi-
cas para cada medio, cuadro 2.

Es oportuno destacar que el desarrollo de las estructuras ve-
getativas y de reproduccién exhibidas por los hongos investigados
es indicador de las bondades de los medios ensayados para propé-
sitos de identificacién.
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El estudio cinético de S. schenckii en los medios de cultivo
evaluados (EGY y EGC), fig. 7, mostré el crecimiento exponencial
del microorganismo en ambos substratos, durante las primeras 48
horas; el periodo estacionario en EGC se observé hasta las 120 ho-
ras y luego se experimenté una disminucién apreciable en la bio-
masa. En el caso de EGY se observé el descenso en el peso a partir
de las 48 horas y permaneci6 estacionario hasta el final del proce-
go. Cabe destacar, que en EGC se obtuvo una mayor cantidad de
biomasa que en EGY.

La composicién de aziicares de las gomas ensayadas (hidroco-
loides), cuadro 2, sugiere que algunos de los monosacéridos consti-
tuyentes pueden ser usados como fuente de carbono por los mi-
croorganismos investigados.

La complejidad y el alto peso molecular de las polisacéricos
provenientes de C. odorata y C. praecox hace necesario la presen-
cia de exoenzimas que actden hidroliticamente sobre la estructura
del polimero y se produzcan compuestos méds simples capaces de
penetrar en la célula donde son atacados por enzimas intracelula-
res. Los posibles monosacdridos que participan en la nutricién de
los hongos ensayados estdn en investigacion,

Los resultados obtenidos en los medios de cultivo ensayados
demuestran su posible competencia con Sabouraud como medio de
aislamiento e identificacién de hongos.
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