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Resumen

Debido al pleomorfismo y la variabilidad cultural que presentan las especies del género
Trichophyton, los métodos de identificacion basados exclusivamente en caracteres mor-
fologicos a menudo no son suficientes para su clasificacion. El objetivo de este estudio
fue probar un conjunto de métodos fenotipicos para identificar aislamientos fngicos
pertenecientes al género Trichophyton empleando una técnica de taxonomia molecular
como método de referencia. Se utilizaron 56 aislamientos clinicos y 6 cepas de refe-
rencia, con los que se realizaron estudios macro y micromorfologicos, asi como las si-
guientes pruebas bioquimicas y fisiologicas: perforacion del pelo in vitro, requerimientos
nutricionales en medios agar Trichophyton, produccion de ureasa y crecimiento en el
medio agar purpura de bromocresol-leche-glucosa (APBC-L-G). A su vez se realiz6 una
PCR fingerprinting utilizando el cebador simple (GACA),. Como resultado de la reaccion
de PCR se observaron perfiles especificos bien diferenciables para Microsporum canis,
Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum y Trichophyton interdigitale, pero un
mismo perfil para Arthroderma benhamiae y Trichophyton erinacei. Del total de los ais-
lamientos clinicos evaluados, 39 coincidieron con el perfil de T. rubrum, 13 con el de
A. benhamiae y 4 con el de T. interdigitale. El ensayo fenotipico mas Util para diferenciar
T. rubrum del complejo T. mentagrophytes fue la alcalinizacion del medio APBC-L-G. Con
las pruebas fenotipicas se pudo diferenciar T. rubrum de los aislamientos del complejo
T. mentagrophytes, pero no las especies pertenecientes a dicho complejo. La técnica
molecular permiti6é caracterizar tanto los aislamientos de T. rubrum como los perte-
necientes al complejo T. mentagrophytes, que en nuestro estudio correspondieron a
T. interdigitale y Trichophyton sp. anamorfo de A. benhamiae.
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Taxonomic study of clinical isolates of Trichophyton in Rosario, Argentina

Abstract

Due to the pleomorphism and cultural variability displayed by species of the genus
Trichophyton, the identification methods based solely on morphological features are
usually insufficient for their classification. The goal of the present work was to test a set
of phenotypic methods in order to identify fungal isolates that belong to the
aforementioned genus. These methods were based on a molecular taxonomic technique
used as standard. Clinical isolates (56) were used as samples along with 6 reference
strains. Macro and micromorphological studies were performed as well as biochemical
and physiological tests such as in vitro hair perforation, nutritional requirements in
Trichophyton agar media, urease production and growth on bromocresol purple-milk
solids-glucose (BCP-MS-G) agar. Additionally, PCR fingerprinting using the (GACA), primer
was employed. As a result of the PCR method, specific profiles were observed for
Microsporum canis, Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum and Trichophyton
interdigitale. Identical profiles were obtained for Arthroderma benhamiae 'y Trichophyton
erinacei. Of the total number of clinical isolates, 39 matched the T. rubrum profile while
13 corresponded to A. benhamiae and 4 to T. interdigitale. The most useful phenotypic
test to differentiate between T. rubrum and T. mentagrophytes complex strains was
alkalinization of the BCP-MS-G medium. Phenotypic tests did not allow differentiation
among the T. mentagrophytes complex species. On the other hand, the molecular
technique allowed characterization of T. rubrum isolates as well as of those observed in
our study and included in the T. mentagrophytes complex: T. interdigitale and

Trichophyton sp., the anamorph of A. benhamiae.
© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All

rights reserved.

Introduccion

Los dermatofitos son hongos queratinoliticos productores
de micosis superficiales y cutaneas llamadas tifas, tanto en
el hombre como en los animales. Las dermatofitosis se en-
cuentran entre las infecciones de mayor prevalencia en
todo el mundo™.

Considerando su taxonomia, los dermatofitos compren-
den tres géneros anamorfos, Epidermophyton, Microspo-
rumy Trichophyton, y uno teleomorfo, Arthroderma.

En el laboratorio del Centro de Referencia de Micologia
(CEREMIC) en la ciudad de Rosario, Argentina, las especies
pertenecientes al género Trichophyton representan el 86 %
de las dermatofitosis diagnosticadas en nuestro medio.

Los métodos convencionales de identificacion de los der-
matofitos se basan fundamentalmente en observaciones de
las caracteristicas macro y micromorfologicas de sus colo-
nias, a lo que se agrega la realizacion de pruebas fisiologi-
cas para los aislamientos atipicos. Debido al pleomorfismo,
la variabilidad cultural y la superposicion de caracteristicas
morfoldgicas de los dermatofitos, el estudio fenotipico mu-
chas veces no es suficiente para una correcta clasificacion
taxonomica, por ello se recurre a las técnicas moleculares.

Através del uso de los métodos genotipicos, los dermato-
fitos se han mostrado como constituyentes de un grupo ho-
mogéneo de especies con una muy baja diversidad genéti-
ca, a pesar de su alta heterogeneidad fenotipica. Se han
utilizado diversas técnicas moleculares aplicadas a la taxo-
nomia de los dermatofitos', entre ellas analisis por RFLP

del ADN mitocondrial' y secuenciacion del gen de la quitina
sintetasa 1> y de genes de ARN ribosomal nuclear®?, espe-
cialmente de las regiones ITS. También se han empleado
numerosas técnicas basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)”1>22,

La técnica de PCR fingerprinting utilizando el cebador
(GACA), produce perfiles especificos para Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum, Trichophyton
ajelloi y Epidermophyton floccosum, y tres perfiles diferen-
tes para los aislamientos de Trichophyton mentagrophytes®.

T. mentagrophytes comprendia cuatro variedades:
T. mentagrophytes var. interdigitale (antropofilo), T. men-
tagrophytes var. mentagrophytes (zodfilo), T. mentagro-
phytes var. quinckeanum (zoo6filo) y T. mentagrophytes var.
erinacei (zoofilo). Sobre la base de los conocimientos ac-
tuales a partir de los analisis de biologia molecular, se han
propuesto modificaciones a dicha clasificacion, como la de
utilizar el nombre T. mentagrophytes solo para referirse a
T. mentagrophytes var. quinckeanum, causante de favus en
ratones, mientras que T. mentagrophytes var. interdigitale
se conoce ahora como Trichophyton interdigitale; esta es-
pecie se ha asociado por técnicas moleculares a Arthroder-
ma vanbreuseghemii®.

T. mentagrophytes var. erinacei es ahora considerado
una especie distintiva denominada Trichophyton erinacei,
que se ha aislado principalmente de erizos y roedores'®¢. El
denominado complejo T. mentagrophytes sensu lato esta
constituido por las tres especies ya mencionadas, y ademas
incluye Trichophyton sp. anamorfo de Arthroderma benha-
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miae, indistinguible morfolégicamente de otros miembros
del complejo T. mentagrophytes'®.

El complejo T. rubrum comprende actualmente dos espe-
cies antropofilicas: T. rubrumy Trichophyton violaceum. Un
estudio reciente demostré que T. rubrum esta distribuido
geograficamente en dos poblaciones, una de origen africano
y la otra encontrada en el resto del mundo®. La primera
causa sobre todo tinea capitis y tinea corporis, y la otra se
asocia a la aparicion de tinea pedis y tinea unguium. La
poblacion africana de T. rubrum incluye, entre otras, las
especies anteriormente denominadas Trichophyton souda-
nense y Trichophyton megninii.

La identificacion a nivel de especie de los dermatofitos
que producen infecciones es importante, ya que la profi-
laxis y el tratamiento pueden variar dependiendo de la
especie involucrada. Por ello y por las dificultades que
presenta la taxonomia de estos hongos, nos propusimos en
este trabajo aplicar un conjunto de métodos fenotipicos
para realizar la identificacién de cepas de Trichophyton
aisladas en nuestro medio, empleando una técnica de
taxonomia molecular como método de referencia para su
analisis, con el fin de seleccionar las técnicas mas utiles
que podrian ser empleadas en el laboratorio clinico de mi-
cologia.

Materiales y métodos
Aislamientos

Se emplearon 56 aislamientos fungicos pertenecientes al
género Trichophyton obtenidos a partir de muestras clinicas
provenientes de pacientes atendidos en el CEREMIC de
la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la
UNR. Dichos aislamientos fueron identificados a nivel de gé-
nero sobre la base de las caracteristicas macro y micromor-
fologicas. Ademas se utilizaron las siguientes cepas de co-
lecciones de cultivos como patrones: T. rubrum (CECT=2794),
T. mentagrophytes var. erinacei (CECT=2956) T. interdigita-
le (CECT=2958) y A. benhamiae (CECT=2793); (CECT= Co-
leccion Espanola de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia,
Espana). M. canis (CCC=159-2001), E. floccosum (CCC=150-
2002); (CCC= Coleccion de Cultivos del CEREMIC). Estas ul-
timas dos cepas de referencia se usaron solo para realizar la
reaccion de PCR. Los aislamientos clinicos y las cepas de
referencia pertenecientes al género Trichophyton se em-
plearon para realizar todos los estudios fenotipicos y la re-
accion de PCR.

PCR fingerprinting

ELADN fue extraido por una mini-preparacion rapida de ADN
para PCR™. Las reacciones de amplificacion se realizaron de
acuerdo a Faggi et al.®. Se empled un control negativo cada
vez que se realizo este experimento, con los mismos com-
ponentes de la reaccion con la excepcion del ADN molde.
Las reacciones fueron realizadas en un termociclador
(M. J. Research). Cada una de las reacciones se realiz6 con
3 repeticiones. Los productos se analizaron por electrofore-
sis en geles de agarosa, tenidos posteriormente con bromu-
ro de etidio y visualizados bajo luz UV.

Macromorfologia

Los aislamientos se sembraron en agar Sabouraud glucosa
(ASG), agar lactrimel (AL) y agar papa dextrosa (APD). Los
cultivos se incubaron a 28 °C.

Micromorfologia

Se sembraron los aislamientos en los medios de cultivo ASG
y agar papa zanahoria (APZ), se incubaron a 28 °C y se ob-
servaron en microscopio optico (400X y 1000X).

Pruebas bioquimicas y fisiologicas

Se realizaron las siguientes pruebas acerca de requerimien-
tos nutricionales: agar Trichophyton 1-4 (Difco, EE.UU.)%,
produccion de ureasa por el método de Christensen', per-
foracion del pelo in vitro® y alcalinizacion en el medio agar
purpura de bromocresol-leche-glucosa (APBC-L-G)%.

Estudio estadistico

Para estudiar la dependencia entre la especie caracterizada
por biologia molecular (complejo T. rubrum y complejo
T. mentagrophytes) y los resultados de cada una de las téc-
nicas clasicas (ureasa, perforacion del pelo in vitro y APBC-
L-G), se aplico el test Chi-cuadrado y se calcularon las odds
ratios y sus respectivos intervalos de confianza, para obte-
ner una medida de la asociacion existente’®. El estudio es-
tadistico se realizd con el programa R version 2.15.1',

Resultados

Para la identificacion a nivel de especie se consideré como
método de referencia el resultado obtenido con la técnica
de PCR fingerprinting. En la tabla 1 se presentan los resul-
tados de las pruebas bioquimicas y fisiologicas y de la PCR
fingerprinting de las 4 cepas de referencia pertenecientes
al género Trichophyton y de los 56 aislamientos clinicos.

PCR fingerprinting

Con esta técnica se observaron perfiles de amplificacion di-
ferentes para las cepas de referencia de M. canis, E. flocco-
sum, T. rubrum y T. interdigitale, y un mismo perfil para
A. benhamiae y T. erinacei. El analisis de los perfiles de am-
plificacion de las cepas estudiadas nos permitio observar que
39 de las cepas presentaron un perfil idéntico al obtenido con
la cepa patron de T. rubrum; de las cepas restantes, 13 ex-
hibieron un perfil similar al del patrén de A. benhamiae (per-
fil 1) y las otras 4 tuvieron un perfil coincidente con el obser-
vado para el patron de T. interdigitale (perfil Il).

Macromorfologia

Con respecto a la pigmentacion del reverso en los medios
APD y AL, solo el 46,15 % de las cepas de T. rubrum presen-
taron pigmento rojo vinoso. En cuanto al aspecto de las
colonias, todos los aislamientos que correspondieron al per-
fil de T. rubrum o al perfil Il y los 7 correspondientes al
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Tabla 1

Evaluacion mediante pruebas bioquimicas y fisiologicas y por PCR fingerpringting de 4 cepas de referencia

y 56 aislamientos de Trichophyton provenientes de materiales clinicos

Aislamientos Prueba de la ureasa  APBC-L-G Perforacion del pelo in vitro  Perfil de la PCR fingerpringting
n

CECT2794 = = = Perfil de T. rubrum
CECT2793 + + + Perfil |
CECT2958 W & & Perfil Il
CECT2956 — + + Perfil |

25 = = = Perfil de T. rubrum
10 + = = Perfil de T. rubrum
1 = = + Perfil de T. rubrum
1 + = + Perfil de T. rubrum
2 = + = Perfil de T. rubrum
10 + + + Perfil |

3 — + + Perfil |

3 + + + Perfil Il

1 + + — Perfil Il

APBC-L-G: alcalinizacion en el medio agar purpura de bromo cresol-leche-glucosa.

CECT, N.° 2794: Trichophyton rubrum.
CECT, N.° 2793: Arthroderma benhamiae.
CECT, N.° 2958: Trichophyton interdigitale.
CECT, N.° 2956: Trichophyton erinacei.

perfil | presentaron superficie algodonosa, mientras que los
7 aislamientos restantes con perfil | fueron pulverulentos.

Micromorfologia

Los aislamientos que finalmente fueron identificados como
T. rubrum presentaron microconidios en forma de lagrima,
a veces acompanados de otros con forma esférica. Una de
las cepas, que fue aislada de un paciente africano con tinea
capitis, fue identificada por sus caracteres morfoldgicos
como T. soudanense?, esta presento hifas mas gruesas, fuer-
temente septadas y desarticuladas, con microconidios piri-
formes y en forma de clava. Las cepas que fueron identifi-
cadas como pertenecientes al complejo T. mentagrophytes
presentaron una abundante produccion de microconidios,
con predominio de aquellos de forma esférica, aunque tam-
bién estuvieron acompanados en muchos aislamientos por
microconidios en forma de lagrima.

Desarrollo en agar Trichophyton

Ninguna cepa presento requerimiento nutricional de tiami-
na para su desarrollo, por lo tanto ninguno de los aislamien-
tos fue identificado como T. tonsurans.

Produccién de ureasa

En el 72,50 % de las cepas identificadas como T. rubrum se
obtuvieron resultados negativos; sin embargo hubo un

27,50 % que dieron resultado positivo. De todas las cepas
identificadas como pertenecientes al complejo T. menta-
grophytes, solamente 4 presentaron resultados negativos.

Perforacion del pelo in vitro

A excepcion de uno de ellos, los aislamientos pertenecientes
al complejo T. mentagrophytes dieron todos resultados posi-
tivos. Las cepas de T. rubrum dieron resultados negativos
para esta prueba, salvo dos de ellas que fueron positivas.

Alcalinizacion en el medio agar purpura de bromo
cresol-leche-glucosa (APBC-L-G)

Todas las cepas pertenecientes al complejo T. menta-
grophytes y 2 de T. rubrum produjeron la alcalinizacion
del medio APBC-L-G a los siete dias de incubacion,
mientras que las cepas restantes fueron negativas en
este ensayo.

La distribucion de los 39 aislamientos identificados
como T. rubrum en cuanto a su localizacion en los pacien-
tes fue la siguiente: tinea pedis (13), tinea unguium (14),
tinea corporis (7), tinea capitis (1), tinea cruris (2) y tinea
manus (2). Los 13 aislamientos identificados como Tricho-
phyton sp. anamorfo de A. benhamiae correspondieron a
tinea pedis (6), tinea corporis (6) y tinea cruris (1). Los
cuatro aislamientos identificados como T. interdigitale co-
rrespondieron a tinea unguium (2), tinea pedis (1) y tinea
corporis (1).
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Estudio estadistico

Existe asociacion altamente significativa entre la especie
determinada por la técnica molecular y el resultado de
cada una de las tres técnicas clasicas (p < 0.0001).

De acuerdo a la estimacion puntual de las odds ratios,
se puede concluir que la prueba de APBC-L-G es la que
permite diferenciar mejor entre especies, ya que la posi-
bilidad de que un resultado negativo de APBC-L-G es mas
de 600 veces mayor para un aislamiento de T. rubrum que
para uno del complejo T. mentagrophytes. Dicha chance
es de 361 para un resultado negativo de ataque al pelo y
solo de 10 para un resultado negativo de la prueba de
ureasa.

Discusion

En el estudio de las caracteristicas macromorfoldgicas,
tanto el medio AL como el APD permitieron visualizar me-
jor los pigmentos producidos por las cepas estudiadas
que el medio ASG. Todos los aislamientos que presenta-
ron pigmento rojo vinoso por el reverso fueron identifica-
dos como T. rubrum; a su vez, ninguna otra especie pre-
sentd ese pigmento. Con respecto al estudio de la
micromorfologia, en el medio APZ se observo una gran
variedad de estructuras, tanto en el micelio vegetativo
como en el micelio de reproduccién, que no se encuen-
tran comUnmente en ASG.

Aunque ASG es el medio de cultivo mas utilizado para el
aislamiento de dermatofitos a partir de materiales clinicos,
muchos de esos hongos no esporulan en este medio y es
necesario emplear otros medios de cultivo que estimulen
tanto la pigmentacion como la conidiacion de los dermato-
fitos'. En los aislamientos de T. rubrum predominaron los
microconidios en forma de lagrima, mientras que en las es-
pecies del complejo T. mentagrophytes fueron mas abun-
dantes los microconidios globosos. Sin embargo, hay aisla-
mientos en los que se observaron ambos tipos de
microconidios en similares proporciones, en esos casos no
se pudo utilizar dicha caracteristica para la diferenciacion
entre ambos complejos.

Dentro de las pruebas bioquimicas y fisiologicas disponi-
bles para la identificacion de las especies de Trichophyton,
la alcalinizacion del medio APBC-L-G demostré ser la mas
adecuada para la diferenciacion entre T. rubrumy las espe-
cies del complejo T. mentagrophytes. El test de perforacion
del pelo in vitro es muy confiable, aunque es mas laborioso
y el tiempo requerido para obtener los resultados es mas
prolongado. La prueba de la ureasa, por su parte, no fue
Gtil para la diferenciacion entre T. rubrum y las especies del
complejo T. mentagrophytes, ya que presentd porcentajes
de resultados falsos positivos mas altos que las otras prue-
bas utilizadas".

De los 39 aislamientos clinicos que presentaron perfil de
T. rubrum en la PCR fingerprinting, 14 mostraron resultados
contradictorios en las pruebas fenotipicas. Sin embargo, la
reaccion de PCR permitio lograr la identificacion de dichos
aislamientos, por lo tanto, este método es Gtil cuando las
cepas no se pueden clasificar sobre la base de los caracteres
fenotipicos. La cepa africana, que en funcion de sus carac-

teristicas fenotipicas fue identificada como T. soudanense,
por la PCR fingerprinting presento perfil de T. rubrum, co-
incidiendo con los resultados obtenidos por métodos mole-
culares mas complejos, como la secuenciacion de las regio-
nes ITS del genoma flngico™.

En el trabajo de Faggi et al.>, con las cepas del complejo
T. mentagrophytes se obtuvieron tres perfiles diferentes y
en nuestra experiencia solamente se observaron dos perfi-
les de amplificacion.

Si bien se logré una clara diferenciacion entre T. rubrum
y los aislamientos del complejo T. mentagrophytes conside-
rando aspectos fenotipicos, no fue posible diferenciar entre
si a las especies pertenecientes a este Ultimo complejo.
Otros autores ya han comunicado la dificultad que existe en
diferenciar por fenotipo a las especies incluidas dentro del
complejo T. mentagrophytes'®16:2>,

La cepa de referencia de A. benhamiae dio el mismo pa-
tron de bandas en la PCR que el de T. erinacei, debido a la
similitud filogenética entre las mismas'®?°. Nosotros interpre-
tamos que las 13 cepas con perfil similar al del patron de A.
benhamiae corresponderian a Trichophyton sp. anamorfo de
A. benhamiae, ya que en ninguno de los pacientes existio el
dato epidemioldgico de contacto con erizos, que siempre
esta presente cuando el agente etiologico es T. erinacei’.

En la mayoria de los estudios epidemiologicos, T. interdi-
gitale es el principal agente de tifas perteneciente al com-
plejo T. mentagrophytes?. Nosotros solo identificamos cua-
tro aislamientos como T. interdigitale, esto nos indicaria
que en nuestro medio prevalece Trichophyton sp. anamorfo
de A. benhamiae como Trichophyton patogeno pertene-
ciente al complejo T. mentagrophytes. Para confirmar estos
datos seria necesario ampliar el estudio con mayor nimero
de aislamientos de dermatofitos obtenidos a partir de ma-
teriales clinicos. Es de destacar que esta es la primera vez
que se realiza la identificacion de las especies pertenecien-
tes al complejo T. mentagrophytes en nuestro pais.

Nuestros resultados coinciden con las observaciones de She-
hata et al.*', quienes comprobaron la utilidad de la PCR usan-
do el cebador (GACA),, tanto para diferenciar T. rubrum de
especies del complejo T. mentagrophytes como para caracte-
rizar las especies pertenecientes a este Ultimo complejo.

En conclusion, el estudio molecular llevo a una clasifica-
cion mas clara de las cepas, dado que se obtuvieron perfiles
bien diferenciables para T. rubrum, T. interdigitale y Tri-
chophyton sp. anamorfo de A. benhamiae. Con respecto a
los estudios fenotipicos, consideramos que lo mas aconseja-
ble para un analisis de rutina en un laboratorio de micologia
seria la realizacion de la alcalinizacion del medio APBC-L-G,
acompanada por estudios macro y micromorfoldgicos de los
aislamientos.
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