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COMPORTAMIENTO EXPERIMENTAL DEL Sporothrix schenckii Y LA Leishmania mexicana EN

EL HAMSTER

Luz Angela GONZALEZ DE POLANIA (1), Alberto ALZATE (2) & Nancy SARAVIA (3)

RESUMEN

La descripcién macroscépica del proceso de patogénesis en hamsters inoculados
subcutidneamente en nariz con Sporothrix schenckii 6 Leishmania mexicana spp.
proporcioné bases para diferenciar estos dos microorganismos en un modelo animal
utilizado comunmente para estudiarlos.

Observaciones secuenciales durante 150 dias permitieron afirmar que en las
infecciones causadas por estos patégenos se presentaron edema y eritema como
signos primarios, seguidos de alopecia, necrosis y ulceracion. La produccién de pus
fué una caracteristica distintiva para el S. schenckii. Estos signos clinicos se obser-
varon mdas temprano en la esporotricosis que en la infecciéon por L. mexicana, mos-
trando diferencias estadisticas significantes en dias promedio de aparicion.

El presente trabajo muestra que las lesiones producidas tanto por el S. schenckii
como la L. mexicana en este modelo experimental comparten signos clinicos, pero
el tiempo de aparicién de los mismos y su frecuencia relativa permiten diferenciarlas.

Las condiciones de inoculacién como: cepa de los microorganismos, dosis del
inéculo, sitio y via de inoculacién, deben tenerse presentes en la evaluacién de
su comportamiento experimental.

UNITERMOS: Esporotricosis experimental; Leishmaniasis experimental;
Sporothrix schenckii; Leishmania mexicana.

INTRODUCCION

La esporotricosis y la leishmaniasis son en-
fermades tropicales frecuentes en la poblacién
colombiana, comparten un ambito epidemiol6-
gico semejante y con frecuencia debe hacerse
diagnéstico diferencial entre ellas, debido a la
gran similitud que presentan las lesiones tanto
en su apariciencia macroscépica como en su lo-
calizacién® * 8.

El aislamiento de los agentes causales en
cultivo es el mejor método para confirmar el

diagndstico clinico en ambos casos. sin embargo,
en lesiones tinicas de curso crénico, en las cuales
hay escasos pardsitos 6 blastoconidias del hongo
con poca capacidad para multiplicarse fuera del
huésped, el cultivo puede ser negativo. En éste
caso la inoculacién en hamsters, del aspirado
de las lesiones puede ser 1itil en el aislamiento
de los agentes causales, al igual que en los casos
en los cuales las lesiones est4n contaminadas
secundariamente con bacterias.
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La inoculacién subcutdanea de Sporothrix
schenckii en hamsters, produce esporotricosis
en estos animales con caracteristicas clinicas si-
milares a las observadas en humanos®. Se ha uti-
lizado el hamster como modelo animal para exa-
minar la respuesta inmune en la esporotricosis,
localizada 6 sistémica y la influencia de la inmu-
nizacién activa subsiguiente a infeccién con S.
schenckii? Al inocular subcutaneamente un nu-
mero moderado de levaduras viables de S.
schenckii, se producen en el animal lesiones li-
miftadas a tejido subcutaneo con compromiso
de los linfaticos similar a la enfermedad de tipo
linfagitico en humanos. Estohace que el hamster
sea considerado un buen modelo para el estudio
de la esporotricosis experimental®. Se ha obser-
vado también una mayor resistencia a la reinfec-
cién después de una infecciéon subcutanea acti-

val.

Debido a susceptibilidad a la leishmaniasis,
el hamster ha sido utilizado para aislar el para-
sito de los tejidos de pacientes, de animales re-
servorios y de los vectores hematéfagos® °. En
pacientes colombianos con leishmaniasis cuta-
nea, los aislamientos han sido en su mayoria
compatibles con Leishmania del complejo brazi-
liensis presentando un crescimiento lento en los
hamsters con lesiones de tipo nodular, algunas
ulceradas, metdstasis infrecuente y con pobre
a moderada densidad de amastigotas®. El hams-
ter ha servido ademas como modelo animal para
estudiar la patogénesis de infecciones causadas
por L. mexicana y L. braziliensis!' y en parti-
cular para estudiar el fenémeno de inmunosu-
presion especifica en pacientes con leishmania-
sis cutdnea difusa™ 1% !,

Observaciones realizadas en el Centro Inter-
nacional de Entrenamiento e Investigaciones
Médicas (CIDEIM) en Cali, permiten afirmar que
la inoculacién en hamster de especimenes clini-
cos positivos para S. schenckii 6 L. mexicana
pueden causar en el animal lesiones similares,
especialmente al inicio de 1a infeccién (datos no
publicados).

Este estudio muestra una comparacién ma-
croscopica entre las lesiones producidas experi-
mentalmente con el S. schenckii y la L. mexi-
cana en hamsters. La descripcién macroscépica
del proceso de patogénesis proporciona bases
para discriminar entre las dos entidades en este
modelo.
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MATERIALES Y METODOS
Organismos

La cepa de S. schenckii (M. 83/85) utilizada
se aislé de un paciente a quien se le confirmé
el diagnéstico de la esporotricosis en el labora-
torio de Micologia del Hospital Universitario del
Valle (HUV). La cepa de L. mexicana spp (1-117)
utilizada se obtuvo de las cepas de referencia
del CIDEIM y fué aislada de un paciente con
leishmaniasis cutdanea con historia de residencia
en Barquisimeto, Lara, Venezuela.

Cultivos y preparacion de inoculos

El S. schenckii se cultivé en BHI Agar (Difco
Laboratories)® a 37°C y se hicieron subcultivos
cada siete dias para mantenerlo en fase de leva-
dura. Para elinéculo de S. schenckii se resuspen-
dieron las levaduras de los cultivos con buffer
salino (PBS) estéril PH 7.4, se filtr6 con gasa
estéril para retirar posibles restos de micelio, se
centrifugd a 1500 G y resuspendi6 en PBS, hasta
obtener la concentraciéon requerida. IL.as blasto-
conidias se cuantificaron en un hemacitémetro
contando los 9 cuadros de la camara. La dosis
del inéculo fué de 2.500 blastoconidias viables
del hongo, en 0,05 cc de PBS, previa titulacion
de éste paralograrla infeccién localizada en teji-
do subcutdaneo?. La viabilidad se determiné por
el porcentaje de blastoconidias lisadas de S.
schenckii, se utilizé una solucién de naranja de
Acredina con concentracion final de 1.44 mg/ml
en dilucién 1:10. Se mezelaron partes iguales de
la Naranja de Acredina y de la suspensién de
blastoconidas del hongo. En un portaobjetos se
observo de inmediato al microscopio de fluores-
cencia (Leitz Cat. No. M1935). Se realizaron los
recuentos para levaduras no viables y se hizo
1a correcién respectiva al inéculo.

La Leishmania se cultivé en medio difdsico
de Senekjie® ® a 25°C por 4 a 5 dias para obtener
las promastigotas del pardsito. Para el inéculo
se lavaron las promastigotas de los cultivos en
PBS, se centrifugaron a 1.400 G y resuspendieron
de nuevo en PBS hasta obtenerla concentracion
requerida. Elrecuento de promastigotas méviles
se hizo en hemacitémetro, contando los 9 cua-
dros de la cdmara. La dosis del in6culo fué de
2x10° promastigotas en 0.1 ml de PBS®,
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Infeccion experimental

Un total de 50 hamsters dorados (Mesocri-
cetos auratus) machos de 50 a 60 gr. de peso
y 6 semanas aproximadas de edad, fueron inocu-
lados subcutaneamente en la nariz con jeringas
hipodérmicas. En la misma fecha 30 hamsters
recibieron la dosis de S. schenckii y 20 la de
L. mexicana. Se sacrificaron grupos de 4 y 3 ani-
males a los 7, 15, 30, 45, '60, 90, 120 y 150 dias
post-inoculacién. Las revisiones se iniciaron a
los siete dias post-inéculo observandolos tres ve-
ces por semana durante el primer mes y una
vez por semana hasta la fecha del sacrificio, para
determinar el tiempo de apariciéon de los signos
clinicos.

La infeccion localizada se confirmé a partir
de triturado de biopsia de la nariz al sacrificio
de los hamsters y en cada caso, por aislamiento
de los agentes causales en cultivo (BHI Agar a
37°C, 6 medio de Séneca a 25°C) y por su visuali-
zacion en los exdmenes directos respectivos (P.
S.A.6 Giemsa). Se cultivaron también triturados
de higado y bazo para descartar una disemina-
cioén a visceras y de nédulos para confirmar me-
tastasis.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas que se observa-
ron en los hamsters con la esporotricosis 6 la

leishmaniasis se muestran en el cuadro I. A ex-
cepcidn de la secrecién purulenta ausente en los
animales con la leishmaniasis, se observaron los
mismos signos en los dos grupos de enfermedad.

En la esporotricosis los primeros signos fue-
ron edema y eritema presentes a los nueve dias
en la totalidad de los animales (Grafica 1). La
aparicioén de necrosis a los doce dias en el 100%
de los hamsters evolucioné a ulceracion (Fig. 1).
A pesar de la titulacidén previa del inéculo de
S. schenckii para lograr una infeccién localiza-
da, siete hamsters presentaron nédulos en las
patas confirmandose metastasis en 3 de ellos.

CUADRO 1
Numero de hamsters y porcentaje positivo para
cada signo clinico

Esporotricosis Leishmaniasis

Slgnos No. % No. %

Edema 26 100.0 13 100.0
Eritema 26 100.0 13 100.0
Alopecia 26 100.0 13 100.0
Necrosis 26 100.0 12 58.3
Pus 22 100.0 12 0

Ulcera 22 100.0 9 33.3
Nodulos 26 26.9 5 80.0
Metastasis 22 13.6 5 80.0

No. = Numero total de hamsters

1001 = 94.7 94.7
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Gréafica | — Significancia estadistica de los signos clinicos en la Esporotricosis y la Leishmaniasis (X + 2 ee en dias)
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Fig. 1 — Hamster mostrando ulcera de 5 mm de diametro en
la nariz a los 25 dias post-inoculacion de S. schenckii.

El S. schenckii fué aislado en cultivo a partir
del triturado de los nédulos. Las lesiones nodu-
lares en animales con cultivo negativo, se atri-
buyeron a traumatismo por el cautiverio. En la
leishmaniasis experimental los primeros signos
clinicos fueron edema y eritema a los 18.7 y 19
dias promedio respectivamente (Grafica 1). Aun-
que se observaron zonas de exfacelacién 6 necro-
sis en el 58.3% de los animales (Cuadro 1), s6lo
el 33.3% de ellos presentaron ulceracion. Cuatro
hamsters mostraron nédulos en patas y orejas,
los cuales correspondieron a metastasis confir-
madas por cultivo (Fig 2).

La Grafica 1 muestra la diferencia en dias
promedio para la aparicién de cada signo clinico
con sus respectivos limites de confiabilidad del
95% para los dos grupos experimentales.

Fig. 2 — Hamster mostrando metdstasis en oreja y edema mar-
cado en la nariz a los 100 dias post-inoculacion de L. mexicana
ssp.
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Los resultados al sacrificio de los hamsters
se indican en el Cuadro 2. Los animales con la
esporotricosis se sacrificaron en grupos de 4 en
lasfechasestablecidas. En el primer grupo, nega-
tivo a la revisién macroscépica, los examenes
directos de triturados de biopsia de la nariz colo-
reados con el Acido Periddico de Shiff (PAS) fue-
ron todos positivos. En todos los casos se aislé
el S. schenckii en cultivo, al igual que en resto
delos animales. Los cultivos de triturado de bazo
e higado fueron todos negativos.

Los animales con la leishmaniasis se sacrifi-
caron en grupos de 3 en las fechas establecidas.
En el primer grupo negativo a la revisiéon macros-
copica lo fué también en los examenes directos
y cultivos. El segundo grupo sacrificado a los
15 dias, aunque no presento signos clinicos, fué
positivo al examen directo de impresiones de
la biopsia de nariz, coloreado con Giemsa. Se
observaron las amastigotas del parasito y se ob-
tuvo crecimiento de la Leishmania en forma si-
milar al resto de los hamsters. Los cultivos de
triturado de bazo e higado fueron negativos en
todos los casos.

DISCUSION

La revision bibliografica tanto colombiana
como extranjera, permite concluir que no se ha
realizado una comparacién macroscopica delde-
sarrollo clinico de las lesiones producidas por
los agentes causales de la esporotricosis y la
leishmaniasis en hamsters inoculados experi-
mentalmente.

CUADRO 2
Resultados de los examenes directos y cultivos
al sacrificio de los hamsters

Dias Esporotricosis Leishmaniasis
Sacrificio P.S.A. Cultivos Giemsa Cultivos
7 + + - -

15 + + - +
30 + - + +
45 + + + +
60 + + + +
90 + + + +
120 + + + +
150 + + + +
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La cinética de la patogénesis en los dos gru-
pos experimentales en este estudio, mostré dife-
rencias estadisticas significantes en dias prome-
dio de aparicién de los distintos signos clinicos.
En la esporotricosis el periodo pre-patente fué
maés corto (9 dfas) que en la leishmaniasis (18.7
y 19 dias) y se determiné mediante la observa-
cién de los primeiros signos de edema y/o erite-
ma para ambas enfermedades. El edema en los
hamsters con la esporotricosis fué leve 6 mode-
rado durante todo el periodo de la observacion.
Estos resultados estan de acuerdo con trabajos
publicados sobre la patogénesis de la esporo-
tricosis con estos animales, a pesar de haberse
utilizado en este caso una dosis de inéculo infe-
rior a la que cita la literatura para lograr una
infeccién localizada en los hamsters?® 5.

En la leishmaniasis el edema fué de mode-
rada intensidad a la aparicién y muy marcado
a medida que evolucioné la enfermedad. La se-
cuencia y tiempo de aparicién de estos signos
clinicos en este modelo experimental, coinciden
con trabajos ya publicados sobre la patogénesis
de L. mexicana en hamsters™ !* 1. La observa-
cion del edema al inicio de la leishmaniasis po-
dria prestarse a confusién con la esporotricosis
si no se tiene presente el tiempo de aparicion
de este signo.

En la esporotricosis la alopecia presente a
los 12.2 dias en la totalidad de los animales fué
parcial durante todo el periodo de observacién,
mientras que en la leishmaniasis se present6 a
los 26.5 dias promedio, siendo marcada al au-
mentar el edema.

En este estudio para esporotricosis se obser-
v6 formacién de necrosis con secrecién purulen-
ta previa a la formacién de la dlcera en el 100%
de los animales. Estos resultados son similares
a estudios publicados sobre la patogénesis de
esta enfermedad en hamsters? % La necrosis y
ulceracién se presentaron en la esporotricosis
en un periodo de tiempo mas corto que en la
leishmaniasis. En la leishmaniasis se presenté
también, necrosis, aunque en menor porcentaje
y sin secrecién purulenta y la ulceracién se de-
sarrollé sélo en el 33.3% de los animales durante
el periodo de observacién en este grupo experi-
mental.

En la esporotricosis la dosis de inéculo para
lograr infeccién localizada en hamsters segin es-

tudios ya realizados fué de 5.3 x 10° levaduras
del hongo?. En este estudio, fué necesario estan-
darizar el inéculo y se eligié 2.5 x 10® blastoco-
nidias de S. schenckii, ya que dosis mayores pro-
dujeron la enfermedad diseminada. A pesar de
dosificar el inéculo, 3 hamsters (13.6%) presen-
taron nédulos en patas que correspondieron a
metéstasis al aislar el hongo en cultivo de tejido
de los nédulos. Sin embargo, los cultivos de ma-
cerados de higado y bazo fueron negativos, des-
cartando la diseminacion a estas visceras.

Debido ala gran susceptibilidad del hamster
al S. schenckii es posible encontrar que estos
animales desarrollen lesiones a distancia del si-
tio del inéculo (metastasis), cuando son inocu-
lados subcutdneamente con un nimero mode-
rado de blastoconidias viables del hongo? 5.

En la leishmaniasis la metastasis se presen-
t6 con nédulos no sélo en las patas como se ob-
servé en la esporotricosis, sino también en las
orejas. Sin embargo, los cultivos negativos de
macerados de higado y bazo descartaron la vis-
ceralizacioén de la enfermedad. Estas observacio-
nes son similares a las publicadas en otros traba-
jos, donde se muestra la patogénesis de las dis-
tintas especies de Leishmania® % i1,

Este estudio muestra que las dos entidades
comparten gran nimero de caracteristicas de
presentacion clinica, en este modelo experimen-
tal, pero el tiempo de aparicion de los signos
post-inéculo y su frecuencia relativa permiten
diferenciarlas. La produccién de pus es una ca-
racteristica distintiva para el S. schenckii.

Esimportante considerar ademas de la dosis
del inéculo, la cepa del hongo o parasito utiliza-
das, el sitio y 1a via de inoculacién, los cuales
podrian modificar el comportamiento de los mi-
croorganismos en el modelo experimental® * %

1,
SUMMARY

Experimental behavior of Sporothrix schenckii
and Leishmania mexicana in hamsters

The macroscopic description of the patho-
genic process of Sporothrix schenckii and

Leishmania mexicana spp in hamsters inocula-
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ted subcutaneously in the nose provided bases
for the differentiation of the behavior of these
two microorganisms in a model frequently utili-
zed for their study. Sequential observations over
150 days demonstrated that infections caused
by these pathogensresultsinitiallyin edema and
erythema followed by loss of hair, necrosis and
ulceration. The pus production was a charac-
teristic presented only by S. schenckii. These
clinical signs were observed earlier in sporotri-
chosis than in L. mexicana infection. Differences
in the mean day of appearance were statistically
significant.

The lesions produced by S. schenckii and
L. mexicana in this experimental model share
clinical signs, but their incubated period and re-
lative frequency allow us to differentiate them.
The circumstances of inoculation such as strain,
dose of inoculum, place and route of inoculation
are related to the experimental behavior of
them.
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