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Resumen

Las especies del género Scedosporium Sacc. ex Castell. & Chalm. pertenecen al orden
Microascales (clase Sordariomycetes, division Ascomycota). Estos hongos se encuentran
presentes en el suelo, aguas residuales y aguas contaminadas, mayormente en areas
modificadas por el ser humano. Actualmente, se aceptan ocho especies dentro del
género: S. apiospermum, S. boydii, S. angustum, S. desertorum, S. minutisporum, S.
dehoogii, S. aurantiacum y S. cereisporum. Scedosporium apiospermum, S. boydii y S.
angustum pertenecen al “Complejo de especies S. apiospermum”, siendo dificultosa su
discriminacion en base a sus caracteristicas fenotipicas. Utilizando como marcadores
moleculares la region ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) del ADNr y el gen de la B-tubulina (BT2) es
posible la separacion del “complejo de especies” del resto de las especies de
Scedosporium y géneros filogenéticamente proximos como Lomentospora prolificans
anteriormente Scedosporium prolificans.

Las cepas de S. boydii y S. apiospermum se han aislado de muestras clinicas en casi
todo el mundo y ambas especies se consideran hongos oportunistas con espectros
similares de manifestaciones clinicas. Scedosporium aurantiacum es principalmente
recuperado del ambiente y de pacientes con FQ en Australia, aunque también esta
presente en Europa. No se han reportado casos de infecciones por S. aurantiacum en el
continente americano.

El objetivo de este trabajo fue aportar al conocimiento de la diversidad de especies de
Scedosporium de interés clinico en Argentina, mediante estudios fenotipicos,
filogenéticos, y de sensibilidad antifingica in vitro, de las cepas conservadas entre 1985y
2017 y depositadas en la Coleccion de Cultivos del Departamento Micologia (DMic) del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) “Dr. Carlos G. Malbran”, Argentina.
El andlisis de las secuencias nucleotidicas combinadas de los marcadores ITS y BT2

mostré que 40 de las 43 cepas estudiadas, pertenecen a las especies S. boydii, S.
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apiospermum y S. angustum, todas ellas correspondientes al clado “complejo de especies
S. apiospermum”. Los valores de la concentracion inhibitoria minima (CIM) que
presentaron los aislados de este complejo son similares a los comunicados en previos
reportes a nivel internacional. Presentando una distribucién no uniforme de los valores de
la CIM, por lo que es necesario la determinacion in vitro de cada aislado.

Dos aislados del total han sido identificados como S. aurantiacum, especie no reportada
con anterioridad en las Américas. Sorprendentemente, una de dichas cepas, DMic 175588
mostré una conidiogénesis tipo “Polycytella’, hasta el presente solo reportada para S.
apiospermum. Ademds, una de estas cepas DMic 175378 fue el primer aislado clinico
autéctono ya que el paciente jamas ha salido de su pais de origen. Ambos aislados
presentaron valores elevados de CIM para todos los antifingicos ensayados.

Una de las cepas estudiadas, DMic 165285, resultdé ser genéticamente idéntica a la cepa
tipo Indiella americana (Delemare Gatti 1929), descripta hace 88 afios a partir de un caso
de micetoma en Sudamérica. Las dos cepas se separaron filogenéticamente del resto de
las especies, formando un nuevo taxén, se propone para ambas una nueva especie,
Scedosporium clavisporum.

El 65% (28/43) de las cepas estudiadas mostraron valores de CIM = 2 mg/L para la
anfotericina B (AB) y un 35% (15/43) los mismos valores de CIM para el itraconazol (12).
El voriconazol (VZ) result6 ser el antifingico mas activo frente a los hongos estudiados, ya
que el 100% de S. angustum (6/6), el 100% de S. aurantiacum (2/2), el 95 % de S. boydii
(20/21) y el 83 % de S. apiospermum (10/12) presentaron una CIM < 2 mg/L.

Este trabajo demuestra que mayoritariamente los aislados clinicos en Argentina
pertenecen al “Complejo de especies S. apiospermum” y que S. aurantiacum esta
presente en nuestro continente; también se describe una especie nueva y se presentan

los valores de CIM de todas las cepas estudiadas.
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Introduccién

Biologia

Scedosporium Sacc. ex Castell. & Chalm. (1919) (1) Microascaceae, Microascales,
Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota, Dycaria, Fungi.
Como muchos otros ascomicetes su ciclo de vida consiste en desarrollar una fase sexual
o teleomorfo, caracterizado por la produccién de esporas sexuales (ascosporas), y una

fase asexual o anamorfica en la que produce esporas asexuales (conidios) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Ascomicota. Atlas of Clinical Fungi Version On line 4.1.4
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Figura 2. Morfologia de Scedosporium. a- Cleistotecios, b- Textura epidermoidea en cleistotecio
joven, c- Cleistotecio abierto con ascosporas, d- Ascosporas, e- Conidios sobre células
conidiégenas diferenciadas y no diferenciadas (los conidios se producen directamente sobre las
hifas, conidios sésiles o accesorios), f- Células conidiégenas anelidicas (indicadas con flechas), g-
Conidios dispuestos en cabezas humedas, h- Conidios solitarios, i- Sinema con células
conidiégenas apicales y conidios claviformes a cilindricos “Graphium”.

El género Scedosporium tiene la particularidad de presentar tres formas diferentes de
caracteres morfologicos en cultivo, una forma sexual o teleomorfo y dos formas asexuales
o anamorfos, denominados sinanamorfos, todas estas estructuras se muestran en la

Figura 2 (2).

El teleomorfo, que era conocido como Pseudallescheria Negroni & I. Fischer (1944), se
caracteriza por la produccion de ascomas esféricos cerrados (cleistotecios) de paredes
finas y textura epidermoidea. Los ascos producidos son esféricos, de paredes delgadas y
evanescentes, que contienen generalmente ocho ascosporas elipsoidales o fusiformes

(3-5).

Uno de los anamorfos que caracteriza al género Scedosporium Sacc. ex Castell. & Chalm.

(1919) presenta conidiéforos no ramificados, solitarios o agrupados en verticilos de dos a
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tres células conididégenas. Las células conidibgenas producen conidios de manera
enteroblastica y desarrollo anelidico (6). Estas células conididgenas o anélides también
pueden desarrollarse directamente de hifas indiferenciadas. Los conidios son de forma
ovoidal o elipsoidal de color marron y se encuentran solitarios o dispuestos en cabezas

hamedas (2).

El otro anamorfo, no siempre presente en los cultivos, presenta conidiéforos organizados
en sinemas, que son conjuntos de hifas agrupadas que se diferencian en la parte terminal
en células condiégenas también anelidicas, formando conidiéforos agrupados y erectos.
Estos producen conidios que forman una masa himeda en el 4pice de dicha estructura.
Los conidios son menos pigmentados, mas largos y claviformes que los del anamorfo
Scedosporium. Esta forma se nombraba como estado Graphium, por la similitud con los
sinemas que produce el género Graphium Corda (2), que es un género diferente a
Scedosporium que se encuentra también en el orden Microascales, pero dentro de la

familia Graphiaceae.

Perspectiva histdrica y taxonomia

En la familia Microascaceae, se encuentra el género Petriella Curzi, cuyo teleomorfo es
morfolégicamente similar a Pseudallescheria y presenta anamorfos de la forma
Scedosporium y Graphium. Sin embargo, presenta ascomas ostiolados (poseen una
apertura por donde salen ascosporas) caracter que varia de acuerdo a caracteristicas
culturales (7). Estudios basados en el ADN ribosomal (ADNr) demostraron que Petriella y
Pseudallescheria son filogenéticamente diferentes (8,9). Microascus Zukal es otro género
que presenta ascomas similares a Pseudallescheria, pero éste tiene como anamorfo al

género Scopulariopsis Bainer que se caracteriza por producir conidios secos en cadena

(6).
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Hasta el afio 2011 la nomenclatura de hongos permitié el uso de multiples nombres que
describen las etapas asexuales y sexuales de un mismo hongo (Tabla 1 y 2), dado que
era muy dificultoso establecer los ciclos de vida de un hongo (conexion entre el teleomorfo
y anamorfo) so6lo con caracteristicas morfolégicas. En ese afio, se llegé a un acuerdo
general entre los micélogos para abolir oficialmente el sistema dual de nomenclatura para
hongos, como se establece en la «Declaracion de Amsterdam sobre la Nomenclatura

Fungica» y eshozada por Hawksworth en 2011(10).

Tabla 1. Cambios nomenclaturales para Scedosporium apiospermum

Nombres sinébnomos Afio Eventos de cambio

Monosporium apiospermum Saccardo 1911 Monosporium apiospermum Saccardo

Scedosporium apiospermum (Saccardo) Castellani & Chalmers 1919 1911 = Scedosporium apiospermum
(Saccardo) Castellani & Chalmers

Aleurisma apiospermum (Saccardo) Maire 1921 1919 = Aleurisma apiospermum
(Saccardo) Maire 1921.

Sporocybe borzinii Goidanich 1937

Acremonium suis Bakai 1967

Polycytella hominis Campbell 1987

Scedosporium clade 4 Gilgado 2008

Pseudallescheria apiosperma Gilgado 2010

Tabla 2. Cambios nomenclaturales para el género Pseudallescheria

Nombre Afio Especies involucradas en los eventos de cambio
Allescheria boydii Shear 1922

P§eudallescher|a shearii Negroni & I. 1944

Fisch.

Petriellidium boydii (Shear) Malloch.

Petriellidium africanum Arx & G. Franz

Petriellidium angustum Malloch & Cain
Petriellidium Malloch 1970 Petriellidium ellipsoideum Arx & Fassat

Petriellidium fimeti Arx, Mukerji & N. Singh

Petriellidium fusoideum Arx

Petriellidium desertorum Arx & Moustafa

Petriellidium boydii (Shear) Malloch (1922) = Pseudallescheria
shearii Negroni & |. Fisch (1944)

Pseudallescheria boydii (especie tipo)

Pseudallescheria africana (Arx & G. Franz) McGinnis, A.A. Padhye &

Ajello

Pseudallescheria angusta (Malloch & Cain) McGinnis, A.A. Padhye &
Pseudallescheria boydii (Shear) 1982 Ajello
McGinnis, A.A. Padhye & Ajello Pseudallescheria desertorum (Arx & Moustafa) McGinnis, A.A.

Padhye & Ajello

Pseudallescheria ellipsoidea (Arx & Fassat.) McGinnis, A.A. Padhye
& Ajello

Pseudallescheria fimeti (Arx, Mukerji & N. Singh) McGinnis, A.A.
Padhye & Ajello

Pseudallescheria fusoidea (Arx) McGinnis, A.A. Padhye & Ajello.
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Los nombres genéricos principales que se han aplicado al género dimorfo
Scedosporium/Pseudallescheria fueron los siguientes: Allescheria Sacc. & P. Syd. 1899,
Allescheria R. Hartig 1899, Monosporium, Pseudallescheria, Scedosporium y Petriellidium.
Basandose en la identidad de las especies tipo de cada género, los primeros tres fueron

excluidos, ya que éstos son invalidos o representan hongos totalmente diferentes (11).

Lackner y col. en el afio 2014, proponen que Scedosporium es el nombre genérico valido
mas antiguo, publicado en 1919 (Castellani y Chalmers 1919) con la especie tipo
Scedosporium apiospermum. Y por razones de prioridad, el nombre genérico
Pseudallescheria Negroni & |. Fischer (1944) debe ser tratado como sinénimo de
Scedosporium (11). Bajo este nuevo enfoque, se analizan las relaciones filogenéticas de
Microascaceae, en donde quedan definidos cuatro grupos, uno de ellos, integrado por
Scedosporium y por otros miembros que producen conidios humedos o mucosos. Todos
ellos exhiben estados polimérficos: el anamorfo Scedosporium, el anamorfo sinematoso
Graphium y el teleomorfo Pseudallescheria. En la tabla 3 (Lackner y col.) se muestra la
presencia o ausencia de estos estados, donde se aplica el nombre Scedosporium como
prioritario. Los géneros correctamente nombrados de este grupo son Lomentospora,

Lophotrichus, Parascedosporium, Petriella, Petriellopsis y Scedosporium (11).
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Tabla 3. Polimorfismo en Scedosporium y géneros relacionados (11).

Nombres sinénimos cominmente

Nombre genérico Epiteto Sinanamorfo/Teleomorfo -/+
usados
- Scedosporium prolificans, Scedosporium .
Lomentospora prolificans inflatump P P ‘scedosporium’/—

Petriellidium fimeti, Pseudallescheria

. fimeti L Scedosporium, ‘Graphium’/+
Lophotrichus fimeti P P
macrosporas - Scedosporium/+
apiospermum Pseudallescheria apiosperma Scedosporium, ‘Graphium’/+
aurantiacum - Scedosporium/-
Allescheria boydii, Petriellidium boydii,
. boydii Pseudallescheria boydii, Polycytella d rium, ‘Graphium’/+
Scedosporium 4 L 4 yey Scedosporium, ‘Graphium?
hominis
dehoogii - Scedosporium
minutisporum Pseudallescheria minutispora Scedosporium/+
desertorum Pseudallescheria desertorum artroconidios
Graphium putredinis, Rhinocladium
Parascedosporium putredinis lesnei, Graphium lesnei, Graphium ‘Graphium’
tectonae.
. . . Petriellidium africanum, .
Petriellopsis africana . ) Scedosporium
Pseudallescheria africana
gutulata Microascus guttulatus Scedosporium, ‘Graphium
. Lophotrichus setifera, Microascus . . .
setifera p Scedosporium, ‘Graphium
. setifera
Petriella . )
. Petriella asymmetrica, Melanospora . . ;
sordida . Scedosporium, ‘Graphium
asymmetrica
musispora “scopulariopsis”

Delimitacion del género e inferencia filogenética

Desde el afio 1991, el género Scedosporium estuvo conformado por dos especies de
importancia clinica: Scedosporium prolificans y S. apiospermum (considerado como
anamorfo de Pseudallescheria boydii). En el afio 2005 Gilgado y col. presentaron 2
nuevas especies, S. aurantiacum de origen clinico y P. minutispora de origen ambiental;
en ese mismo trabajo se estudiaron todas las especies descriptas de Pseudallescheria
(12). En el afio 2008, el mismo autor separa S. apiospermum de P. boydii considerandolas
especies diferentes y propone S. dehoogii como una nueva especie (13) posteriormente,
en el afio 2010, comprueban que S. apiospermum es una especie heterotélica (14). La
especie mas recientemente descripta es S. cereisporum que fue aislada de sedimento de

aguas residuales en Francia en 2016 (15).
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En el afio 2015, Chen y cols. definieron a S. apiospermum, S. boydii y S. angustum como
“S. apiospermum species complex”, dado que las diferencias observadas entre los linajes
no eran lo suficientemente consistentes y tampoco se encontraban diferencias clinicas
entre las especies del complejo (16). La utilizacion de marcadores moleculares permitio
detectar una distancia filogenética menor entre S. desertorum, S. minutisporum, S.
dehoogii, S. aurantiacum y S. cereisporum en relacién a S. prolificans, que se encuentra
como una entidad separada a nivel genérico, por lo que fue separada del género y

renombrada como Lomentospora prolificans (11).

En la actualidad se reconocen bajo inferencia filogenética 8 especies dentro del género
Scedosporium: S. apiospermum, S. boydii, S. angustum, S. minutisporum, S. desertorum

S. dehoaogii, S. aurantiacum y S. cereisporum (12,13,15,16).

En el afio 2000, Rainer y cols., en base a la variacion en las secuencias de genes
ribosomales, afirmaron que Pseudallescheria angusta, P. ellipsoidea y P. fusoidea
(descriptas en base a el tamafio del cleistotecio y de las acosporas) probablemente eran
sinbnimos de P. boydii, (17). Sin embargo, en 2005, Gilgado y cols. concluyen que son
genética y morfolégicamente diferentes de P. boydii (12). AGn hoy parece no estar
resuelto el dilema y en los trabajos mas recientes proponen que estas diferencias parecen
estar dentro de la variacion especifica (18). Todas ellas pertenecen al “Complejo de
especies S. apiospermum”, algunos autores, actualmente utilizan transitoriamente el
nombre teleomoérfico “Pseudallescheria” para nombrarlas, dado que aun esta en conflicto
su delimitaciéon. En este trabajo de tesis, se utilizar4 para todas las especies tratadas el
nombre genérico Scedosporium, aunque Scedosporium angustum, S. ellipsoideum y S.
fusoideum no son validos. Pensamos que nomenclaturalmente no es correcto que dentro
del “complejo de especies Scedosporium apiospermum” haya especies nhombradas como

“Pseudallescheria”.

Pagina | 10



En el afilo 2008, Gilgado y cols.(13) incluyeron dentro del andlisis otra especie ubicada
filogenéticamente mas distante, que también presenta un anamorfo Scedosporium y figura
alli como “Indiella americana”. Esta especie se encuentra representada unicamente por la
cepa CBS 218.35 y las caracteristicas estudiadas no fueron suficientes para su correcta
delimitacion. El género “Indiella” Brumpt fue introducido por el autor, para agentes
etioldgicos estériles de micetoma de grano blanco y Madurella para los de micetoma de
grano negro. Incluia como especie a “Indiella somaliensis” (=Streptomyces somaliensis)
(19). Brumpt hizo hincapié en que el micetoma era un sindrome clinico y que varios
hongos eran por lo tanto capaces de provocar la misma respuesta clinica (20). Un total de
21 especies han sido descritas en los géneros Madurella e “Indiella”, 15 de ellas se las
considerd especies de dudosa identidad y no se conservaba el material auténtico, el
género “Indiella” fue descartado, “Indiella americana” Delamare y Gatti, cepa CBS 218.35
y “Madurella clapieri” (Catanei) Redaelli et Cif. fueron tomados como sinénimos de P.

boydii en base a la observacion de los cultivos disponibles (2,21).

Para inferir las relaciones filogenéticas entre los miembros de
Scedosporium/Pseudallescheria se utilizaron diversos loci genéticos como marcadores
moleculares, como las secuencias parciales de los genes de 3-tubulina (TUB y BT2), del
ADNr ITS (ITS1-5.8S-ITS2), de actina (ACT), del factor de elongacion 1la (TEF1) y de la
proteina ribosomal pequefia 60S L10 (L1) (RP60S) (12,16). El uso de la regibn ADNr
alcanza para separar el “Complejo Scedosporium apiospermum” (S. apiospermum, S.
boydii, S. angustum, S. ellipsoideum y S. fusoideum) de las especies S. desertorum, S.
minutisporum, S. dehoogii, S. aurantiacum y S. cereisporum. Pero la mayor resolucion se
logra con BT2, que logra una mejor separacion de todas las entidades y la distinciéon de

subgrupos dentro del complejo (16,22,23).
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Ecologia

Diversos trabajos revelan que el género Scedosporium se obtiene de suelo y de aguas de
areas urbanas y agricolas con contaminacion orgénica, sobre todo con hidrocarburos de
residuos humanos, animales e industriales presentes en medio ambiente (24,25).
Scedosporium spp. muestra varios factores que probablemente puedan asociarse a estos
habitats, su capacidad para tolerar el 5% de NacCl, sobrevivir a muy baja presion parcial
de oxigeno, utilizar el gas natural y/o compuestos aromaticos como fuentes de carbono
(25-29). Kaltseis y cols., demostraron que existe una correlacion positiva entre las altas
concentraciones de amonio y la presencia de Scedosporium spp. en el suelo de las zonas
industriales, parques y patios de recreo (25). Al parecer, el suelo con altos niveles de
nitrégeno favorece el crecimiento de estas especies (30). Ademas, encontraron que la
mayor cantidad especies obtenidas del género, se encontraron en suelos con un rango de
pH de 6,1 - 7,5 (25). Estudios realizados en Australia por Harun y cols., mostraron que
estos hongos se asociaron a localizaciones con alta actividad humana. Las cepas de S.
aurantiacum fueron las més frecuentemente aisladas, seguidas por L. prolificans y en
menor proporcion S. boydii. Estos hallazgos coincidieron con la prevalencia relativamente
alta de infecciones por Scedosporium en Australia y su presencia como colonizadores en
pacientes con fibrosis quistica (FQ) (30). En Francia, Rougeron y cols., también coinciden
en que la mayor proporcion de Scedosporium spp. se encuentra en aéreas modificadas
por el ser humano, areas agricolas, fluidos de plantas de tratamiento de aguas residuales,
parques infantiles y &reas industriales. En cambio no se detectaron a partir de muestras
de suelos de bosques. Los suelos en los que fueron recuperados estos hongos, estaban
en un rango de pH entre 6 y 8, lo que coincide con los estudios de Kaltseis y cols. (31). S.
dehoogii, la especie mas abundante, se detectd en todos los tipos de areas modificadas

por el ser humano, excepto en vifiedos, mientras que S. aurantiacum se encontrd
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principalmente en é&reas agricolas. S. boydii y S. apiospermum se aislaron
predominantemente de playas y patios de recreos. S. minutisporum se encontrd sélo una
vez en un parque infantil. Estos estudios presentan aislados desde fuentes potenciales de
contaminacién para pacientes con FQ (31). Aun asi, su presencia en el medio ambiente
no puede explicar su incidencia en estos pacientes, por lo que se necesita un mejor
conocimiento de los mecanismos de virulencia para elucidar las diferencias en sus

frecuencias en el contexto de esta enfermedad (31).

Importancia clinica

El género Scedosporium coloniza transitoriamente el tracto respiratorio en el hombre, en
vias respiratorias anormales, como ocurre en los pacientes de FQ, también provoca
reacciones broncopulmonares alérgicas, produce infeccién invasora local e infeccion
diseminada por via hematégena en pacientes inmunocomprometidos. En pacientes
inmunocompetentes, la infeccion se presenta en SNC, después de sucesos de
ahogamiento (Near-drowning). Ademas la infeccion por Scedosporium comprende un
amplio espectro de entidades clinicas, es uno de los principales agentes de micetoma en
Argentina y en el mundo (32,33), produce artritis, osteomielitis, queratitis, infeccion

linfocutanea, sinusitis, otitis, entre otras (20,24).

La infeccibn o colonizacion se adquiere por inhalacién o inoculacién traumatica,
generalmente recibe el nombre de scedosporiosis, dado que al aislado presenta el
anamorfo Scedosporium, pero esta entidad también incluye infecciones causadas por otro
género, Lomentospora prolificans (Scedosporium prolificans). Este Gltimo, es un agente
patdégeno oportunista causante de infecciones graves y de dificil tratamiento, debido a la
resistencia intrinseca a las drogas antifiingicas disponibles. Ambos géneros tienen muy

baja frecuencia de recuperacion en el aire y alta presencia en pulmones de pacientes con
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FQ; en esos casos la colonizacion de vias aéreas dafiadas puede persistir y

posteriormente resultar en enfermedad invasora (30,34,35).

Resumen de las manifestaciones clinicas de acuerdo con el sindrome clinico (20,24):

e Enfermedad localizada: micetoma de grano blanco, artritis, osteomielitis, queratitis

y endoftalmitis, onicomicosis, infecciones linfocutaneas.

e Colonizacion: sinusitis, otitis, colonizacion pulmonar en fibrosis quistica, bola
fungica pulmonar, alergia broncopulmonar. (La colonizacién puede estar seguida
de hipersensibilizacién inducida por los antigenos de las hifas que desarrollan en

los tejidos).

e Enfermedad sistémica invasora: infeccion invasora pulmonar, endocarditis,
infeccion diseminada, infecciones en pacientes con SIDA, infecciones en el SNC

posterior a episodio de ahogamiento (Near-drowning).

La scedosporiosis es clinicamente indistinguible de otras infecciones invasoras de hongos
miceliales y el diagnéstico se basa en la recuperacion o deteccion del agente etioldgico en
las muestras clinicas. Las imagenes histopatoldgicas de las lesiones son similares a las
del género Aspergillus y otros hifomicetes (20,24). Existen medios semiselectivos que
mejoran la recuperaciéon del grupo Scedosporium/Lomentospora en muestras clinicas no
estériles, como el tracto respiratorio y de diversas muestras ambientales (30,31,36—38).
Para complementar los métodos basados en cultivos se emplean métodos moleculares
para detectar directamente el ADN del hongo en los tejidos, pero aun merecen una
evaluacion profunda para uso diagndstico de rutina (39). Las técnicas de secuenciacion
de ADN, Rolling Circle Amplification (RCA) y matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) pueden utilizarse para la identificacion

de especies desde cultivos, aunque deben ser estudiados en forma comparativa para
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valorar su utilidad en el diagnéstico (40,41). Tales métodos permitieron mostrar la alta

prevalencia de Scedosporium en pacientes con FQ en Australia (30,35).

Las especies de Scedosporium obtenidas de aislados clinicos son S. apiospermum, S.
boydii (junto con las otras especies que se encuentran dentro del “complejo S.
apiospermum” como unidades taxondémicas no bien definidas, S. angustum, S.
ellipsoideum o S. fusoideum) y S. aurantiacum. En este sentido, suele incluirse en los
analisis a Lomentospora prolificans sabiendo que es otro género, para mantenener el
enfoque tradicional y observar las diferencias entre éste y Scedosporium. La prevalencia
de las diferentes especies permanece incierta, debido a que los aislados se interpretan en
los laboratorios hospitalarios como Scedosporium sp. en un sentido amplio, pero
dificilmente se los identifica a nivel de especie. La identificacién es importante debido a
que existen diferencias especificas entre ellas en relacibn a la epidemiologia y la

susceptibilidad a las drogas antifingicas.

Sensibilidad a las drogas antifingicas in vitro

El tratamiento antifingico es problematico, dado que Scedosporium se caracteriza por
presentar in vitro, valores elevados de CIM (concentracion inhibitoria minima) a la mayoria
de antifingicos sistémicos, como anfotericina B (AB), itraconazol (IZ) y concentraciéon
efectiva minima (CEM) para las equinocandinas (EC). En pacientes inmunocompetentes
predomina la infeccion localizada, pero en méas de la mitad de pacientes
inmunosuprimidos las infecciones son diseminadas y la tasa de mortalidad alcanza hasta

un 75% y se ve aumentada aln mas en pacientes con compromiso de SNC (>90%) (42).

Luego del reordenamiento a través de la filogenia molecular y la nueva constitucién de

especies en Scedosporium, el estudio de los patrones de sensibilidad a las drogas
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antifingicas se enfoc6 en determinar si los mismos eran especificos de cada especie y si

la identificacién de las mismas era relevante para la eleccion del tratamiento (18).

El comportamiento mas distante es el de L. prolificans, que presenta patrones de
resistencia a todos los antifungicos sistémicamente activos, incluyendo las nuevas EC vy
los azoles (43,44). Dentro del género, S. aurantiacum muestra alta resistencia in vitro a
AB e I1Z y a todos los demés farmacos antimicéticos probados, por lo que se considera al
Voriconazol (VZ) como el Unico compuesto antifiingico con actividad in vitro contra esta
especie. Por lo tanto, la diferenciacion de las cepas de S. aurantiacum de otras especies
de Scedosporium es de importancia para la eleccién de la terapia antifingica (18). S.
dehoogii es considerada ambiental por la ausencia de reportes clinicos, aunque esto
puede deberse a que no puede ser diferenciada morfolégicamente de otras especies de
Scedosporium. El estudio realizado sobre algunos aislados de esta especie, demostré que
presenta valores de CIM altas para VZ, con valores que lo ubican después de S.
prolificans (18). En estudios de la infeccibn en modelo murino, S. dehoogii y S.
aurantiacum resultaron ser las especies méas virulentas del género (45). El perfil de S.
minutisporum muestra una tendencia similar a la de S. apiospermum y S. boydii, pero

faltan analizar mas cepas para poder hacer una generalizacién confiable (18,46).

Las cepas de S. boydii y S. apiospermum se han aislado de muestras clinicas en todo el
mundo y ambas especies se consideran hongos oportunistas ambientales con espectros
similares de manifestaciones clinicas. Son las especies mas prevalentes del género
Scedosporium. Para estos integrantes del “complejo de especies S. apiospermum” la
relacion CIM / CEM para todas las drogas antifungicas, no muestran una distribucion
normal, excepto para el VZ (18). Por lo que es necesario estudiar cada aislado clinico en
forma individual para establecer un tratamiento dirigido. En 2014, Lackner y cols.

analizaron la diversidad inter e intraespecifica del género con el objetivo de establecer
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una distribucion de resistencia entre especies y cepas (46). Las especies clinicamente
mas relevantes, S. boydii y S. apiospermum, presentaron resistencia antifangica similar,
las diferencias se observaron en cepas individuales de estas especies. El VZ se
recomienda como tratamiento de primera linea, dado que en general estas especies no

manifiestan resistencia frente a esta droga (18).

Distribucién

Las especies del complejo de especies S. apiospermum estan ampliamente distribuidas
en todo el mundo, con numerosos reportes clinicos y ambientales (18,20,24). En nuestro
pais, los datos de casos de scedosporiosis son escasos y fragmentados, sin estudios
multicéntricos especificos a nivel nacional. Las encuestas de micosis diagnosticadas
realizadas por la Red Nacional de Laboratorios de Micologia desde el afio 2002, incluyen
el reporte de las “hialohifomicosis” como un todo, por lo que no son informativas de las
scedosporiosis en Argentina. Por otra parte, el estudio realizado por REMIIN entre 2010 y

2013 sobre infecciones fungicas invasoras en 90 pacientes inmunocompometidos no HIV,

no report6 ningun caso de enfermedad fangica invasora (EFI) por Scedosporium spp.

Lomentospora prolificans se distribuye principalmente en el norte de Espafia y en otros
paises de Europa, como Alemania, Francia y Bélgica (25,31,37,47—-49). En Australia es
particularmente abundante en suelo y es el segundo mas frecuentemente aislado, luego
de S. aurantiacum (30,35). En Asia se ha reportado un caso de endocarditis en Japén
(50). En América del Norte, la mayoria de los casos documentados corresponden a
Estados Unidos, principalmente en el sur del pais (20). En Sudamérica hay pocos
reportes publicados, uno en Brasil, uno en Argentina y otro en Chile. En los tres casos la
identificacion ha sido morfolégica, solo que en el Ultimo pais mencionado, la identificacion
ha sido confirmada por un centro de referencia (51-53). Nuestro laboratorio, como centro

de referencia nunca ha recibido ningun aislado de L. prolificans de Argentina, y
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lamentablemente no se ha conservado el aislado clinico del caso publicado, para
confirmar su identificacion. Esto sugiere que L. prolificans no esta presente en nuestro

pais o, al menos, no es epidemiolégicamente relevante.

S. aurantiacum aun no ha sido aislada de nuestras clinicas ni en muestras ambientales en
el continente americano, est4 asociada a colonizaciéon de vias respiratorias en Europa y
Australia, siendo mas relevante en este Ultimo pais, en donde se han reportado mas
casos de infecciones por esta especie (34,54,55). También ha sido aislado en Jap6n, de
un paciente con absceso cerebral que sufrié casi ahogamiento durante el tsunami ocurrido

en el afio 2011 (56).
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Justificacion

Scedosporium es uno de los mas importantes agentes de eumicetoma de grano blanco en
Argentina y en el mundo. Emergié como patdgeno, principalmente como causante de
infecciones diseminadas en pacientes neutropénicos. Hasta hace pocos afios se conocian
Unicamente dos especies de Scedosporium, S. apiospermum y Lomentospora prolificans
(Scedosporium prolificans) esta dltima es mas virulenta que todas las especies,
ocasionando infecciones diseminadas con una elevada mortalidad y practicamente
resistentes a todos los antifungicos disponibles. Dentro del “Complejo de especies S.
apiospermum” la respuesta a los antifingicos varia a nivel intraespecifico. Pero
importantes diferencias se observaron en S. aurantiacum, la especie con menor
sensibilidad. Considerando la alta mortalidad y los costos de tratamiento, es necesario
disefiar estrategias de control y prevencion. Sin un diagndstico preciso, los médicos
suelen recurrir a la terapia antifiingica empirica, exponiendo a los pacientes a tratamientos
ineficientes, innecesarios y/o de alta toxicidad.

La diferenciacion de estas especies, que causan un espectro amplio de infecciones y cuya
identificacion morfolégica es dificultosa, solo es posible mediante el reconocimiento de las
especies filogenéticas basadas en concordancia genealdgica de secuencia (GCPSR). La
utilizacion de multilocus sequence typing como herramienta, nos permitira identificar con
precision las especies de este género, conocer la epidemiologia local, determinar las
especies circulantes en nuestro pais y estudiar el comportamiento in vitro ante diferentes

antifangicos.
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Hipotesis: La diversidad de especies del género Scedosporium, provenientes de

muestras clinicas en nuestro pais, es mas amplia que la reportada.
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Objetivo general:
Conocer las especies de Scedosporium circulantes en Argentina como agentes de

scedosporiosis y los patrones de sensibilidad a los antifingicos de uso clinico.

Objetivos especificos:
a. Caracterizar cepas de Scedosporium de origen clinico conservadas en la coleccion
DMic mediante la metodologia de referencia polifasica.

b. Conocer los patrones de sensibilidad intra e interespecie a los antifungicos.
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Materiales y métodos

Cepas analizadas. Se analizaron 43 aislados clinicos derivados entre los afios 1985 y
2017, desde distintos hospitales del pais al Centro Nacional de Referencia de Micologia
Clinica, Departamento Micologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
(LN.E.l) “Carlos G. Malbran” — Administracion Nacional de laboratorios e Institutos de
Salud (A.N.L.L.S).

Fueron depositados en la Coleccion de Cultivos del Departamento Micologia (DMic) como
se detalla en la Tabla 4. Todos los aislados fueron conservados en vapor de nitrdgeno
liguido en crioviales con solucién acuosa de glicerol al 10%.

Examen morfolégico. Los aislados clinicos incluidos en este estudio fueron sometidos a
un estudio de macro y micromorfologia. Los hongos fueron subcultivados sobre agar papa
glucosado (PDA) (75 g de papa, 20 g de glucosa, 15 g de agar en H>O c.s.p. 1 ) y agar
avena (OA) (30 g de avena arrollada, 1 g de MgS0Oa4 - 7 H,0, 1,5 g de KH2PO4, 15 g de
agar en HxO c.s.p. 1 ). Para estudiar caracteres microscépicos y macroscopicos, se
estudiaron las tasas crecimiento a 25, 37, 40 y 45°C en oscuridad.

Ademas, se evaluaron temperaturas de crecimiento a 38, 39, 42 y 43°C para los aislados
en que se consider6 necesario completar dicha informacién. Los caracteres
macroscopicos de las colonias se observaron a los 7 y 14 dias en ambos medios.

Las caracteristicas microscopicas se determinaron haciendo montajes himedos con acido
lactico al 65%, que luego se examinaron bajo microscopio Optico Leica DMF2500 (Leica
Microsystems, Concord, Ontario). Las medidas de las estructuras y las microfotografias se
obtuvieron con cdmara fotogréafica acoplada Leica DMC 2900 mediante el Software LAS

4.8 (Leica Microsystems, Concord, Ontario).
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Tabla 4. Aislados clinicos derivados de distintos hospitales del pais, conservados
en la Coleccién de Cultivos DMic del Departamento Micologia, INEI “Carlos G.

Malbran”- ANLIS.

Aislado N° de cultivo Clado Fuente Afio

Scedosporium boydii DMic 85073 A - 1985
Scedosporium boydii DMic 90394 A - 1990
Scedosporium boydii DMic 993530 A Pulmon 1999
Scedosporium angustum DMic 01651 A - 2001
Scedosporium angustum DMic 031321 A - 2003
Scedosporium angustum DMic 031333 A Cerebro 2003
Scedosporium boydii DMic 062875 A Pulmén 2006
Scedosporium boydii DMic 073201 A Esputo 2007
Scedosporium boydii DMic 083385 A Esputo 2008
Scedosporium boydii DMic 083389 A Pulmén 2008
Scedosporium apiospermum DMic 083404 A Cornea 2008
Scedosporium boydii DMic 093482 A Pulmén 2009
Scedosporium apiospermum DMic 093510 A Cornea 2009
Scedosporium boydii DMic 103731 A Cornea 2010
Scedosporium apiospermum DMic 103737 A Coébrnea 2010
Scedosporium boydii DMic 103813 A Cobrnea 2010
Scedosporium boydii DMic 103859 A Esputo 2010
Scedosporium apiospermum DMic 114031 A Coébrnea 2011
Scedosporium boydii DMic 114032 A BAL 2011
Scedosporium angustum DMic 114102 A  Pie 2011
Scedosporium ellipsoideum DMic 134375 A Esputo 2013
Scedosporium boydii DMic 134638 A Esputo 2013
Scedosporium boydii DMic 165033 A BAL 2015
Scedosporium apiospermum DMic 165035 A  Biopsia de brazo 2015
Scedosporium apiospermum DMic 165036 A Cornea 2015
Scedosporium boydii DMic 165274 A Herida de pierna 2013
Scedosporium angustum DMic 165275 A Cornea 2014
Scedosporium boydii DMic 165279 A Aspirado traqueal 2014
Scedosporium clavisporum sp. nov.2  DMic 165285 C  Lesi6n de mano 2016
Scedosporium apiospermum DMic 165286 A Piel de mano 2015
Scedosporium apiospermum DMic 165287 A Periproteis columna 2016
Scedosporium apiospermum DMic 165288 A  BAL 2016
Scedosporium apiospermum DMic 165290 A  BAL 2016
Scedosporium apiospermum DMic 165291 A Cerebro 2016
Scedosporium boydii DMic 165341 A Esputo 2016
Scedosporium aurantiacum DMic 175378 B  Esputo 2016
Scedosporium apiospermum DMic 175421 A Chelonia mydasP® 2016
Scedosporium apiospermum DMic 175525 A Esputo 2017
Scedosporium boydii DMic 175526 A Esputo 2017
Scedosporium boydii DMic 175583 A Esputo seriado 2017
Scedosporium angustum DMic 175584 A Esputo seriado 2017
Scedosporium boydii DMic 175585 A Cerebro 2017
Scedosporium aurantiacum DMic 175588 B Esputo 2017

2 Secuencias ITS y BT2 en Anexo Il, ° Tortuga marina.
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Métodos moleculares. Para la extraccion de ADN, a partir de cultivos incubados 7 dias a
25 °C en PDA, se prepararon suspensiones de conidios (10° - 108 conidios/ml). Se
sembraron 50 ul de esas suspensiones en placas de Petri de 6 cm de didmetro con caldo
MEY (1% de extracto de malta, 0,4% de extracto de levadura, 0,4% de dextrosa, 4 ml /
placa) y se incubaron a 25 °C entre 72 y 96 h. El micelio se recogié con una punta de
pipeta, se sec6 completamente en papel estéril Whatman No. 2, y se transfiri6 a un tubo
cénico de 50 ml, en el que se afiadieron perlas de vidrio de 4 mm. El micelio se trituré
colocandolo en nitrégeno liquido durante un minuto y agitdndolo en vortex a velocidad
méaxima durante 30 segundos, alternando estos dos pasos hasta la pulverizacion
completa y homogénea del micelio seco. El polvo resultante se resuspendié en 800 pl de
buffer de lisis (Tris-HCI 200 mM, NaCl 500 mM, EDTA 10 mM, SDS al 1%) y 800 ul de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25: 24: 1), se homogeneizé y, luego de repetir el
ultimo paso, se agregaron 500 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se centrifug6 15
min a 14000 rpm, se le agregaron 300 pl de isopropanol al sobrenadante, se centrifugd 10
min a 14000 rpm y se descartd el sobrenadante. El pellet se lavé con 500 pl de etanol al
70% y se resuspendié en 100 pl de agua desmineralizada estéril. Se agregaron 30 ul de
RNAsa 1 mg/ml (Sigma-Aldritch, St Louis, MO), se incub6 1 h a 37 °C, se agregaron 30 pl
de Proteinasa K (0.2 mg/ml) (Sigma-Aldritch, St Louis, MO), se incub6 1 h a 55 °C y se
repitid la extraccion fendlica. Al sobrenadante se le agregaron 21 yl de NaCl 5M y 800 ul
de etanol absoluto, se incubd 20 min a -20°C y se centrifug6é 10 min a 14000 rpm. Se sec6
el pellet a 65 °C, se resuspendié en 100 pl de agua desmineralizada estéril y se conservé
a -20°C hasta su uso.

Secuenciacion. Se amplificaron mediante PCR las regiones parciales de los genes Beta
Tubulina (BT2) e ITS del ADN ribosomal (ITS) (ITS1 - 5,8S - ITS2), en reacciones de 50
pl. La amplificacion de la region ITS se llevo a cabo utilizando una mezcla de reaccién con
MgCl, 1,5 mM, dNTPs 250 mM, TRIS-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, 2,5 U Taq ADN
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polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, CA), 0,2 pM de los primer ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) y 10
ng de ADN molde. La amplificacién del gen BT2 se llevé a cabo utilizando una mezcla de
reaccion con MgCl, 2 mM, dNTPs 250 uM, ADN polimerasa Taq de 2,5 U (Invitrogen, Life
Technologies, CA), 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, 0,2 pyM de los primer Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") y Bt2b (5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-
3")y 10 ng de ADN molde.

La amplificacion se llevo a cabo utilizando el Termociclador Applied Biosystems VeritiTM,
bajo las siguientes condiciones: una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, annealing a 55
°C durante 1 min y extension a 72 °C durante 1 min, y una etapa de extension final a 72°C
durante 10 min. En cada ensayo de PCR se incluyeron controles positivos y negativos.
Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
TAE 1X, durante 60 min a 100 V y se visualizaron por tincién con solucién NaCl 0,1 M con
GelRed™ 1x (Biotium, Hayward, CA), bajo luz UV en un transiluminador Gel Logic 212
PRO (Carestream Health Inc., CT).

Los productos de PCR se purificaron con el equipo Accuprep® PCR Purification Kit
(Bioneer, CA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos de PCR se
secuenciaron en ambas direcciones utilizando los primers descritos anteriormente,
utilizando el Big Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA) segun las indicaciones del fabricante, en un equipo 3500 ABI genetic analyzer
(Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron editadas usando Bioedit
Sequence Alignment Editor V 7.0.4.1 e identificadas preliminarmente por similitud
utiizando el algoritmo BLASTn (National Center for Biotechnology Information,

Washington, DC) con parametros ajustados automaticamente.

Pagina | 25



Andlisis filogenético. Para los andlisis filogenéticos, se incluyeron secuencias de
referencia de las cepas tipo de miembros del género Scedosporium y especies
relacionadas de la familia Microascaceae obtenidos de GenBank (Tabla 5). Las
alineaciones iniciales de la regién ITS y del gen BT2 se realizaron por separado y luego

combinados para los andlisis de filogenia.

Tabla 5. Fuentes, origenes geograficos y nimeros de acceso de GenBank / EMBL / DDBJ de los

aislados incluidos en este estudio.

Aislado N° de Cultivo Fuente Origen NuUmero de acceso
BT2 ITS
; Suelo de jardin )
Parascedosporium tectonae CBS 120.338 Buenos Aires Argentina AM409105 AM409113
Petriellopsis africana CBS 311.72T Suelo arenoso Namibia  AJ889603  AJ888425
Scedosporium angustum CBS 254.72T  '2nque de aguas USA  AJ889604 AJS88414
residuales Ohio
Scedosporium boydii CBS 101.22T Micetoma Texas USA AJ889590  AJ888435
Scedosporium desertorum CBS 489.72T Suelo de marisma Kuwait AM409106 AM409101
Scedosporium ellipsoideum CBS 418.73T Suelo Tayikistan AJ889595  AJ888426
Scedosporium fusoideum CBS 106.53T Es“er;ﬁggfhcabra India  AJB89601 AJ888428
Scedosporium apiospermum FMR 8619 T Queratitis Brasil AJ889584 NR130664
Scedosporium minutisporum  FMR 4072T Sed'?grgtgrge M0 Espafia  AJ889592  AJ888384
Scedosporium aurantiacum FMR ge3oT  JlceradetobilloS. e n AJg89597  AJBB8440
Compostela
Scedosporium dehoogii cBs 1174067 ~ Suelodejardin, oo na KT163401  KT163400
Barcelona
Lodos de aguas
Scedosporium cereisporum FMR 12996T residuales, Mdrs- Francia KJ599659  KJ599660
Erignés

Lomentospora prolificans FMR 7294T Clinica California USA AJ889591  AJ888444
Petriella setifera CBS 385.87 U“Serl‘;r:z”a Finlandia EU977491 AY882345
Petriella sordida UTHSC 03-394 '“feccgl'i?é‘r:igsa' USA  AM409104 AM409114
Pseudallescheria boydii _ _

(Indiella americana) CBS 218.35 M'Cegﬁmzr?: PI€ " Pparaguay sin AM712309

Abreviaturas: CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda; FMR: Facultat de Medicina i Ciencies de la
Salut, Reus, Espafia; UTHSC: Fungus Testing Laboratory, University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas,
EEUU. s/n: Sin nimero asignado, la secuencia fue determinada en este estudio, ver anexo ||

La construccion de éarboles filogenéticos se llevd a cabo con el algoritmo de maxima
verosimilitud con el modelo que mejor ajustaba a los datos, Kimura 2 parametros,

utilizando una distribucion gamma para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre
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sitios, obtenidos con el programa jModeltest 2.1.9 (57) y considerando a los gaps como
deleciones completas. Se utiliz6 la técnica de Boostrap como soporte, con 1000
pseudoréplicas, y se consideraron significativos valores mayores al 75% utilizando el
programa Mega versién 6 (58). Las secuencias de Parascedosporium tectonae CBS
120.338 se utilizaron para enraizar el arbol. Se utilizaron posteriormente dichas
secuencias para estimar las distancias evolutivas entre las distintas especies mediante el

algoritmo de Neighbor joining utilizando el programa Mega version 6.

Pruebas de sensibilidad in vitro. La determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) fue realizada segun el documento de referencia M38-A2 del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (59). Todos los aislados fueron ensayados frente a
AB, 1Z y VZ (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina), caspofungina (CP) y posaconazol
(PZ) (Merck, Buenos Aires, Argentina), anidulafungina (AN) (Pfizer, Buenos Aires,
Argentina) y micafungina (MC) (Astellas, Tokio, Japan). Para la AB y triazoles se
determind la concentracién inhibitoria minima (CIM), que inhibe el 100% del crecimiento,
mientras que para las EC, la concentracion efectiva minima (CEM), es la concentracién en
la que se visualiza hifas con menor desarrollo, redondeadas y compactas, comparadas
con el control de crecimiento.

Teniendo en cuenta que no existen puntos de corte clinicos y que los valores de corte
epidemioldgicos propuestos por el CLSI, en su documento Epidemiological cutoff values
for antifungal susceptibility testing, M-59 (60), no incluyen al género Scedosporium , no se
pueden hacer interpretaciones categoricas, por lo que se calcul6 la media geométrica,
moda, rango, la CIMso y CIMgy. Como controles de calidad de los ensayos se utilizaron
Candida parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 y Aspergillus flavus ATCC

204304.
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Resultados

En esta tesis se presentan los resultados de un estudio fenotipico y filogenético de 43
aislados de Scedosporium de origen clinico de la coleccion DMic de Argentina. Todos los
aislamientos clinicos se identificaron fenotipicamente como Scedosporium /
Pseudallescheria, Unicamente en base a caracteres morfolégicos y fueron sometidas a
analisis moleculares y fisiologicos. Estos analisis permitieron identificar con un enfoque
polifasico, metodologia de identificacion de referencia, a los aislados estudiados (Tabla 4).
Todos los aislamientos de Scedosporium y especies cercanas de su familia se incluyeron
en el analisis para determinar los limites de especie y relaciones evolutivas. Se
amplificaron regiones de 533 pb para ITS y 492 pb para BT2, con un total de 1025
nucleétidos para ambos loci. Las secuencias de los dos genes se analizaron
filogenéticamente como conjuntos de datos separados y combinados. El &rbol filogenético
de datos combinados, muestra que los aislados clinicos se ubicaron en tres clados, como
se muestra en la Figura 3. Los clados A, B y C estan comprendidos en un grupo
monofilético con bootstrap de 100, cuyo nodo se indica con una flecha en la Figura 3.

El clado A, soportado con un bootstrap de 98, estd integrado por las especies del
“‘complejo de especies S. apiospermum” donde se ubican la mayoria de los aislados DMic:
20 (46,5%) relacionados con S. boydii CBS 101.22 T; 11 (25,6%) relacionados con S.
apiospermum FMR 8619 T; 6 (14,0%) con S. angustum CBS 254.72 T; y 3 aislados se
ubicaron en subclados menos definidos, 2 (4,6%) de ellos cercanos al subclado S.
apiospermum FMR 8619 Ty 1 (2,3%) cercano a S. ellipsoideum CBS 418.73 T.

Por otra parte, el clado B, soportado con un bootstrap de 92, corresponde a S.
aurantiacum, que incluye a la especie tipo FMR 8630T y a los 2 (4,6%) aislados DMic

175378 y 175588.
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Por ultimo, se define el clado C con un soporte de bootstrap de 100 y esta integrado por

DMic 165285 y CBS 128.35, una rama filogenéticamente distante del “complejo S.

apiospermum” y de las otras especies de Scedosporium.

Scedosporium boydii CBS 101.22 T DMic 85073 DMic 90394 DMic 993530 DMic 062875
DMic 073201 DMic 083385 DMic 083389 DMic 093482 DMic 103731 DMic 103813 DMic 103859
DMic 114032 DMic 134638 DMic 165033 DMic 165274 DMic 165279 DMic 165287 DMic 165341

DMic 175526 DMic 175583 DMic 175585,
DMic 134375

Scedosporium ellipsoideum CBS 418.73 T

Scedosporium fusoideum CBS 106.53 T

Scedosporium angustum CBS 254.72 T DMic 01651 DMic 031321
DMic 031333 DMic 114102 DMic 165275 DMic 175584. A

15

98— DMic 103737

Scedosporium apiospermum FMR 8619 T DMic 083404 DMic 093510 DMic 103737
4 DMic 114031 DMic 165035 DMic 165036 DMic 165286 DMic 165288 DMic 165290
DMic 165291 DMic 175421 DMic 175525,

— DMic 165287

Scedosporium dehoogii CBS 117406 T

L Scedosporium minutisporum FMR 4072 T

L Scedosporium desertorum CBS 489.72 T

92
Scedosporium cereisporum FMR 12996 T

%] |DMic 175378 B

100

92 [, DMic 175588

Scedosporium aurantiacum FMR 8630 T

DMic 165285 C
100
P.boydii CBS 218.35 (Indiella americana)

Lomentospora prolificans FMR 7294 T

a9

Petriellopsis africana CBS 311.72 T

93 |PetrieHa setifera CBS 385.87 T

100
|Pe!n"eHa sordida UTHSC 03-394 T

0.02

Parascedosporium tectonae CBS 120338
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Figura 3. Arbol de maxima verosimilitud obtenido a partir del conjunto de datos de secuencias de
ADN combinado de dos loci (ITS y BT2) de los aislados DMic y secuencias de cepas de referencia
obtenidas de GenBank. En los nodos se presentan los valores de soporte de bootstrap = 75%. Se
representan con las letras A, B y C los clados en los que se ubicaron los aislados DMic. La flecha
indica un clado monofilético con 100% de Bootstrap en donde se ubican las especies de

Scedosporium.

Todos los aislados crecieron a 25 y 37°C, a 40°C crecieron 39 de los 43 estudiados. De
los cuatro aislados que no crecieron a 40°C, tres, correspondieron al clado A, identificadas
como S. boydii (DMic 07320 y DMic 103731) y S. angustum (DMic 134375); y uno
correspondi6 al clado C (DMic 165285), que ademas presenté un desarrollo mas lento
que el resto a 25°C y 37°C.

Ninguno de los aislados creci6 a 45°C, incluyendo a aquellos identificados como S.
aurantiacum (DMic 175378 y DMic 175588). Aunque la capacidad de crecimiento a 45°C
para esta especie ha sido descripta como un caracter que la diferencia del resto, nuestras
cepas alcanzaron la méaxima temperatura de crecimiento solo hasta 42°C (Anexo ). En
concordancia con lo descrito para esta especie, ambas presentaron un pigmento amarillo
caracteristico en ambos medios (Figura 4). La cepa DMic 175588 presentd, ademas de
los 2 anamorfos caracteristicos del género, una conidiogénesis aberrante tipo “Polycytella”

(mutante de S. apiospermum) (Figura 4 ¢ - d y Figura 5).
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Figura 4. Colonias de S. aurantiacum 14 dias a 25°C. Columnas a y b. DMic 175378 a.

PDA b. OA. Columnas c y d. DMic 175588 c. PDA d. OA
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Figura 5. S. aurantiacum DMic 175588 a. Conidiogénesis aberrante, los conidios salen
directamente sobre la hifa. b. Conidios aberrantes y conidios originados en anélides caracteristicos

de Scedosporium.
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Todos los aislados estudiados presentaron el tipico anamorfo Scedosporium, 21 aislados
presentaron ademas ascomas en PDA y OA, 16 correspondieron a S. boydiiy 5 a P.
angusta (Scedosporium apiospermum species complex). Los que desarrollaron anamorfos
sinematosos en ambos medios fueron 9: 4 aislados de S. apiospermum, 2 de S. boydii y
los dos S. aurantiacum, DMic 165285, los formé en OA luego de los 14 dias y en PDA
luego de 28 dias, son de menor tamafio que el resto y menos desarrollados (Anexo I).
Todos presentaron en mayor o menor medida el desarrollo de conidios que nacen
directamente desde las hifas. En particular, la cepa DMic 165285 los produjo luego de 14
dias en OA y muy escasamente en PDA. A diferencia del resto de los aislados, este
produjo conidios claviformes, los mismos nacen predominantemente desde células
conididgenas diferenciadas.

La cepa CBS 218.35 fue incluida en el estudio morfolégico, dada la similitud que mostro
con DMic 165285 cuando se analizaron los caracteres moleculares (Clado C de la Figura
3). Tanto DMic 165285 como CBS 218.35 presentaron velocidades de crecimiento
inferiores al resto de las especies estudiadas y similares entre si en OA y PDA (Tabla 6).
La temperatura maxima de crecimiento para ambas fue de 39°C. La cepa CBS 218.35
presentd menos esporulacion que DMic 165285, presentd mayor cantidad de conidios
sésiles que nacen desde hifas indiferenciadas y escasas células conidiégenas anelidicas
con conidios solitarios 0 en cabezas himedas. Se observé también fragmentacion talica
del micelio vegetativo y en las hifas fértiles que involucraron a células conidiégenas, las
cuales se vieron mas melanizadas. Esta caracteristica la diferencia de nuestro aislado y
puede atribuirse a un proceso degenerativo de CBS 218.35.

DMic 165285 mostr6 una mayor produccion de conidios desarrollados en células
conidiégenas anelidicas. Los conidios de esta especie fueron mayormente claviformes,
melanizados, de pared gruesa y con gutulas, en ambos aislados se presentan asi, aunque
es dificil compararlos, dado el escaso nimero producido por CBS 218.35, estos tienen un
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largo que alcanza 11 pm, inferiores a DMic 165285 que llegan a medir 13,6 pm, mientras
que los conidios sésiles presentaron la misma forma y tamafio en ambos aislados.

Se observaron conidios talicos en forma de fésforo, como los descriptos en S.
cereisporum en ambos aislados (15). La comparacion de las caracteristicas culturales y la
micromorfologia de ambas se muestran en las Figuras 6, 7 y 8. Teniendo en cuenta las
caracteristicas morfolégicas y los agrupamientos filogenéticos, nuestros resultados
demuestran que el clado C representa una especie diferente de las que hasta ahora se
aceptaron dentro del género Scedosporium, y por lo tanto la proponemos como especie

nueva.

Pagina | 34



Figura 6. Colonias de DMic 165285 y CBS 218.35 sobre PDA y OA a 25°C. a, b, e y f.. DMic

165285. a. OA 7 dias; b. PDA 7 dias; e. OA 14 dias; f. PDA 14 dias; c, d, g y h: CBS 218.35. c. OA

7 dias; d. PDA 7 dias; g. OA 14 dias; h. PDA 14 dias.

Tabla 6. Didmetros (mm) de las colonias a 25°C en OA y PDA de DMic 165285 y CBS 218.35

OA PDA
DMic 165285 CBS 218.35 DMic 165285 CBS 218.35
7 dias 18 18 14 15
10 dias 32 27 22 21
14 dias 43 38 30 30
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Figura 7. Micromorfologia de CBS 218.35, 14 dias a 25°C sobre OA. a, d y e. Conidios anelidicos y

sésiles. b. conidios anelidicos. c. Conidio talico. f y g. Fragmentacion talica en micelio y células

conidégenas. Barra 10pum
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Figura 8. Micromorfologia de DMic 165285, 14 dias a 25 °C sobre OA. a, b, d, e, g y h. Células

conididgenas anelidicas y conidios. f. Conidios sésiles que nacen desde hifas indiferenciadas. c.
Sinema en formacion, barra 50 um. i. conidio télico, barra 10 um. j, k y I. Detalle de células

conididgenas anelidicas y conidios, barra 10 um.
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Pseudallescheria ellipsoidea CBS 418.73 T
Scedosporium boydii CBS 101.22 T
Pseudallescheria fusoidea CBS 10653 T

99 Pseudallescheria angusta CBS 254 72 T

0.01

Scedosporium apiospermum FMR 8619 T

98

Scedosporium minutisporum FMR 4072 T
0.01 0.02

Scedosporium dehoogii CBS 117406 T
98 0.02 P g

0.01

e Scedosporium desertorum CBS 489.72 T

———— Scedosporium aurantiacum FMR 8630 T
100 q99 0.01

0.03 0.01

YT Scedosporium cereisporum FMR 12996 T

100

|CEIS 218.35

DMic 165285

0.04

Lomentospora prolificans FMR 7294 T

0.06

97

0.02 00e Petriellopsis africana CBS 311.72 T

0.01 Petriella setifera CBS 38587 T
100/
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|F'etrie||a sordida UTHSC 03-394 T

e Parascedosporium tectonae CBS 120338

Figura 9. Arbol filogenético obtenido a partir del conjunto de datos de secuencias de ADN
combinado de dos loci (ITS y BT2) de los aislados DMic 165285 y CBS 128.35 y secuencias de
cepas de referencia obtenidas de GenBank, mediante Neighbor joining. En los nodos se presentan
los valores de soporte de bootstrap = 95% resaltados en negrita y en las ramas las distancias =

0,005. La barra muestra las unidades del nUmero de sustituciones por sitio.

El &arbol filogenético de la Figura 9, muestra los estimadores de distancia evolutiva en
nameros de sustituciones por sitio de las especies estudiadas. La distancia entre las

especies de los géneros diferentes a Scedosporium y cualquiera de las especies
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tradicionales de este género toma valores de 0,14 y 0,15 sustituciones por sitio. La
distancia entre DMic 162585 y las especies de Scedosporium toma valores entre 0,07 y
0,08, mientras que con especies de géneros distintos a Scedosporium es de 0,15. Esto
sugiere que DMic 162585 est4 mas cercano al género Scedosporium que al resto de las

especies de otros géneros relacionados, pertenecientes a Microascaceae.

Scedosporium clavisporum Abrantes, Refojo, Hevia, Fernandez, Stchigel sp. nov.
Material examinado: DMic 165285

Etimologia. De latin clava-, clava, y -spora, espora, debido a la forma de los conidios que
nacen de células conididbgenas con desarrollo anelidico.

Las colonias en PDA después de 10 dias a 25°C alcanzan un didmetro de 20 - 25 mm,
son algodonosas, el centro un poco mas elevado y lanoso, grisaceas con zonas
levemente amarronadas, usualmente con un borde blanquecino irregular y fimbriado, el
reverso es marron olivaceo en el centro y marrén grisaceo a incoloro hacia la periferia.
Las colonias en OA después de 10 dias a 25°C alcanzan un diametro de 30 - 33 mm, son
densas y algodonosas, el centro un poco mas elevado, de lanoso a flocoso, blancas, con
zonas levemente grisaceas, usualmente con bordes lobados, el reverso es marrén claro
en el centro y grisaceo a incoloro hacia la periferia.

No produce pigmento difusible sobre PDA y OA.

Los conidioéforos se encuentran solitarios a menudo se reducen a una célula conididbgena
gue crece lateralmente sobre el micelio indiferenciado o ramificado, portando en
ocasiones verticilos de dos a tres células conididégenas. Las células conidibgenas son
percurrentes (anélides), laterales o terminales, hialinas, de pared lisa, cilindricas o en
forma de frasco, de 5 - 16 uym de largo por de 1,5 - 2,5 ym de ancho. Conidios solitarios o
en cabezas humedas, ovoides cuando joévenes, hialinos a sub-hialinos de 7,5 - 8,8 x 3,8 -
4,5 um, luego marrones, lisos y de pared gruesa, gutulados, elipsoidales a claviformes de
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base truncada de 10 - 13,6 x 3,1 - 4,8 uym, los conidios sésiles desde hifas indiferenciadas
son muy escasos a los 7 dias en PDA, pero luego de los 14 dias comienzan a desarrollar.
En OA son méas abundantes, ovoides, de 5,4 - 6,8 x 4,2 - 4,8 ym, también desarrollan de
protrusiones cortas.

Anamorfo sinematoso poco desarrollado luego de 14 dias en OA, mas desarrollados en
PDA luego de 4 semanas, alcanzan un largo de 210 ym. Los conidios son claviformes de
11-17x3,3-3,8 um.

No presenta estado teleomorfo.

El rango de temperatura éptima de crecimiento fue de 25°C - 30°C.

Colonias en PDA y OA a 25°C después de 7 dias alcanzan un didmetro de hasta 13 - 14
mm y 18 - 20 mm respectivamente.

Colonias en PDA y OA a 25°C después de 14 dias alcanzan un diametro de 30 - 32 mm y
40 - 45 mm y respectivamente.

Colonias en PDA y OA a 37°C después de 7 dias alcanzan un diametro de hasta 5 - 6 mm
y 9 - 10 mm respectivamente.

Temperatura maxima de crecimiento: 39°C. No crece a 40°C.

En la Figura 10 se muestran las caracteristicas macroscoépicas de cultivos en OA Y PDA

de DMic 165285.
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Figura 10. Colonias de DMic 165285 en OA y PDA 10 dias a 25°C. a. Anverso y reverso

en OA. B. Anverso y reverso en PDA.

El aislado se recuper6 de una lesion de mano de un hombre, de 76 afios de edad, herrero
de oficio, nacido en la ciudad de Salta, en donde reside actualmente. Padece diabetes
tipo 11, sin otros antecedentes de enfermedad, no recuerda algun traumatismo importante,
excepto alguna viruta de metal con el que trabaja. La fecha de inicio de los sintomas data

del afio 1998 y al dia de hoy, la lesion muestra compromiso 0seo. Figura 11.
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El aislamiento fue recuperado de 2 muestras, la primera de una biopsia y la segunda, de
una secrecién de la Unica herida tipo fistula que presentaba al momento de la toma de
muestra. En ninguna de las 2 muestras se observaron granos eumicéticos a pesar de que
la lesibn presentaba un aspecto micetoide. En el examen directo de la secrecion se

observaron hifas hialinas tabicadas, el hongo desarrollé en todos los cultivos

Figura 11. a y c. Lesién de mano. a. Aspecto de la lesiéon actual donde se observan 3 bocas

fistulares cicatrizadas, marcadas con flecha. c. Aspecto de la lesiébn tomada en 2016, la flecha
muestra una boca fistular. b. Cultivos con desarrollo de muestras de biopsia y secrecion. d y e.

Radiografias en donde se puede observar ostedlisis a nivel del carpo.
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Clave para las especies tratadas del género Scedosporium:

1 a. Ascoma presente. 2
1 b. Ascoma ausente. 3
2 a. Ascoma con apertura setosa preformada. Petriella setifera
2 b. Ascoma sin apertura preformada. S. boydii, S. apiospermum, S.

minutisporum

3 a. Células conididgenas cilindricas, libres o intercalares, colonias 4
grises a marrones, con o sin pigmento amarillo difusible en el agar.

3 b. Células conidiégenas infladas en la base, agregadas en forma de Lomentospora prolificans
cepillo, colonias marrén negruzco, reverso marrén 0scuro.

4 a. Reverso de la colonia en PDA con tonos naranjas a 25°C pigmento 5
difusible amarillo

4 b. Reverso de la colonia sin tonos naranjas. Sin pigmento amarillo. 6
5 a. No crece a 40°C. Scedosporium cereisporum
5 b. Crece a 40°C. Scedosporium aurantiacum
6 a. No crece a 40°C. 7
6 b. Crece a 40°C. S. boydii, S. apiospermum, S.

minutisporum

7 a. Colonias de 14 dias en PDA a 25°C mayores a 40mm, conidios de Scedosporium dehoogii
células conidiégenas anelidicas mayormente ovoides.

7 b. Colonias de 14 dias en PDA a 25°C menores a 40mm, conidios de Scedosporium clavisporum
células conidiégenas anelidicas mayormente claviformes.
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En la tabla 7 se resume la media geométrica, el rango, la CIMs y la CIMgo de todos los
antifingicos evaluados. Para el resto de las especies, no poseemos el nimero de
aislados suficiente para la comparacion de datos, es por esta razén que se expresa sélo
el valor de la CIM. Como no se han establecido ain ni los puntos de corte
epidemioldgicos y, menos aun, los puntos de corte clinicos, s6lo con fines analiticos y
teniendo en cuenta la bibliografia disponible consideramos los siguientes puntos de corte,
para la AB, I1Zy VZ CIM 2 2 mg/L, para PZ 2 0,25 mg/L y para las EC 2 0,5 mg/L (59-66).
En general, para el 65% (28/43) de los aislados estudiados se observé un valor de CIM 2
2 mg/L para la AB, y un 35% (15/43) para IZ. El VZ result6 ser el antifungico mas activo
frente a 40 de 43 aislados, ya que el 100% de S. angusta (6/6), el 100% de S.
aurantiacum (2/2), el 95 % de S. boydii (20/21) y el 83 % de S. apiospermum (10/12)
presentaron una CIM < 2 mg/L para este antifingico. Respecto al PZ, se registraron CIM
20,25 mg/L en el 67% (4/6) de los aislados de P. angusta, 100% (2/2) de S. aurantiacum
(2/2), 75% (9/12) de S. apiospermum y 52% (11/21) de S. boydii.

La anidulafungina (AN) y la caspofungina (CP) evidenciaron escasa actividad in vitro, ya
que el 81% (35/43) y 74% (32/43) de los aislados presentaron valores de CIM 20,5 mg/L,
respectivamente. Sin embargo, solo el 40% (17/43) de los aislados presentaron esos
valores de CIM para micafungina (MC).

La cepa CBS 218.35 fue estudiada por fuera del andlisis conjunto de cepas DMilc, los

valores de CIM se muestran junto con DMic 165285 en la tabla 7.
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Tabla 7. Valores de CIM de siete antifungicos frente a Scedosporium spp. (n=44).

Pseudallescheria angusta n=6

AB 1z \'Z4 Pz AN CcP MC
moda 1,00 0,25 0,25 0,06 2,00 4,00 0,50
GM 2,83 0,89 0,28 0,31 2,30 3,48 0,57
rango 1-8 0,25-8 0,06-1 0,06-2 1-4 0,5-32 0,125-8
CIM 50 4,00 1,00 0,25 0,50 2,00 4,00 0,50
CIM 90 8,00 8,00 1,00 2,00 4,00 32,00 8,00
Scedosporium apiospermum n=12
AB 4 24 Pz AN cpP MC
moda 8,00 0,50 0,50 0,50 4,00 1,00 0,13
GM 2,67 1,19 0,42 0,47 1,18 0,99 0,53
rango 0,5-16 0,125-16 0,125-4 0,125-16 0,015-16 0,03-16 0,015-16
CIM 50 4,00 1,00 0,50 0,50 4,00 1,00 0,50
CIM 90 8,00 8,00 4,00 1,00 8,00 16,00 8,00
Scedosporium boydii n=21
AB 4 24 Pz AN cP MC
moda 4,00 0,50 0,13 0,06 4,00 4,00 0,25
GM 1,87 0,48 0,18 0,19 0,93 0,76 0,23
rango 0,125-8 0,03-8 0,03-4 0,03-1 0,03-8 0,015-16 0,015-8
CIM 50 2,00 0,50 0,13 0,25 2,00 2,00 0,25
CIM 90 8,00 8,00 0,50 1,00 4,00 4,00 1,00
Pseudallescheria ellipsoidea n=1
AB VA vz Pz AN cpP MC
CIM pric 134375 0,25 32,00 0,25 0,015 0,02 0,02 0,02
Scedosporium aurantiacum n=2
AB 1z vz PZ AN cpP MC
CIM pyic 175378 16,00 2,00 0,50 1,00 8,00 16,00 8,00
CIM puiic 175588 8,00 4,00 0,50 1,00 4,00 8,00 8,00
Scedosporium clavisporum sp. nov. n=2
AB 1z vz PZ AN cp MC
CIMpwmic 165285 8 1 0,5 1 1 2 0,5
CIM cgs 515 35 4 0,5 0,25 0,25 2 1 0,25

CIM: concentracion inhibitoria minima (mg/L); MG, media geométrica; CIMoo, concentracion que
inhibe el 90% de los aislados; CIMso, concentracién que inhibe el 50% de los aislados. AB:
anfotericina B; 1Z: itraconazol; VZ: voriconazol; PZ: posaconazol; AN: anidulafungina; CP:

caspofungina; MC: micafungina.
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Discusién

El analisis de los caracteres moleculares, morfolégicos vy fisiolégicos de aislados clinicos
de Scedosporium mostré que la mayoria (40 de 43 aislados) se ubicaron principalmente
dentro del clado A, relacionados con S. boydii, S. apiospermum y S. angustum, en donde
se agrupan las especies consideradas “Complejo de especies S. apiospermum”. Estas
especies, que en su estado anamorfo son morfolégicamente similares, que no siempre
presentan su estado teleomorfo en cultivo y mayormente crecen a 40°C. En concordancia,
en este estudio 37 de 40 aislados del complejo mostraron crecimiento a esa temperatura.
Los tres aislados que no desarrollaron a 40°C, no presentaron ninguna particularidad en
cultivo, creemos que esta ausencia de crecimiento se relaciona con caracteristicas
individuales de estos aislados.

El clado A es claramente monofilético y esta bien soportado con un bootstrap de 98%,
pero las ramas internas son diversas y estan poco soportadas, lo que sugiere que existe
una gran variabilidad genética intraespecifica de los aislados clinicos DMic que estan
dentro del complejo, lo cual concuerda con todos los trabajos que se realizaron sobre el
género (16).

En este sentido, puede verse gue tres aislados se ubicaron filogenéticamente en el mismo
clado pero en ramas separadas de S. boydii, S. apiospermum y S. angustum; dos de ellos
mas cercanos a S. apiospermum FMR 8619T y mientras que el otro, DMic 134375, se
encuentra formando una Unica rama dentro del complejo junto con S. ellipsoideum CBS
418.73 T. Esto puede deberse a la diversidad intraespecifica dentro del complejo que, si
bien permite que algunos de los integrantes se asocien a especies con epiteto especifico
definido, deja a otros aislados dentro del complejo pero sin asociacion clara a ninguna de
ellas.

Los aislados DMic 165288 identificado como S. apiospermum y DMic 175526 identificado
como S. boydii fueron recuperados de un mismo paciente con enfermedad pulmonar con
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un afo de diferencia, por lo que fueron asumidos como eventos separados. La
recuperacion de agentes diferentes desde un mismo pacientes puede deberse a una co-
colonizacién de ambas en las vias respiratorias 0 a dos eventos infecciosos superpuestos.
S. apiospermum DMic 175421, es el Unico aislado clinico que no fue recuperado de
muestras humanas, ya que fue aislado de una lesién de caparazén de tortuga marina
(Chelonia mydas). Existen reportes sobre aislamientos de Scedosporium de cascaras de
huevos y de cloaca de esta especie de tortuga, por lo que este hallazgo coincide con lo
descripto sobre la capacidad del hongo para vivir en ambientes salinos (67).

El clado B esta representado por la secuencia de la especie tipo S. aurantiacum FMR
8630 T y dos aislamientos que provenian de esputos de pacientes con FQ. El primer
aislado, DMic 175378, fue recibido a finales de 2016, proveniente de un paciente de 11
afios de edad, oriundo de la provincia de Santa Fe, en donde se trat6 hasta los 10 afios,
momento en que fue derivado a la Ciudad de Buenos Aires por agravamiento del cuadro
clinico, mostrando gran compromiso de la funcién pulmonar y hepética. El paciente
fallecié a principios de 2017. El segundo aislado, DMic 175588, fue recibido a mediados
de 2017, proveniente de un paciente de 27 afios de edad, diabético, con buen estado
general de salud, oriundo de la Ciudad de Buenos Aires, con antecedente de viaje a la
zona de Egipto y Europa.

Lo interesante de este Ultimo aislado es que presenta una conidigénesis aberrante que
coincide con la descripta anteriormente como mutante tipo “Polycytella. En 1987,
Campbell y cols. describen una nueva especie, “Polycytella hominis” proveniente de
micetoma humano, y reportan la semejanza que tienen los granos producidos por esta
especie 'y los que produce P. boydi, advirtiendo también que en la
contrainmunoelectroforesis, el suero del paciente mostrd precipitinas cuando se enfrentd
al antigeno de P. boydii (68). En el afio 2006, Borman y cols. demostraron que P. hominis
es genéticamente indistinguible de S. apiospermum y que se trata de una mutante de
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esporulacion, en la que se produce un cambio en el control genético del desarrollo
conidial. A raiz de este trabajo, P. hominis es considerado como un sinénimo de S.
apiospermum (69). Por ello, S. aurantiacum DMic 175588 es el primer hallazgo de esta
mutante de esporulacién en especies distintas de S. apiospermum, por lo que podria
presentarse en las otras especies del género. La particularidad de este aislado es que no
deja de producir los conidios caracteristicos de la especie en los dos estados
anamorficos, tanto en células conididbgenas solitarias, como en las agrupadas en sinemas.
Estas caracteristicas no estaban presentes en la mutante tipo “Polycytella” de S.
apiospermum que solo desarrollaba conidios aberrantes.

Estos son los primeros aislamientos de Scedosporium aurantiacum en nuestro pais y en
el continente americano, ya que no ha sido reportado ni en muestras ambientales ni en
muestras clinicas. Para el caso del aislamiento desde el ambiente, la recuperacién de
este género necesita medios de cultivo selectivos de uso poco comudn y tiempos de cultivo
prolongados, lo que dificulta los estudios de este tipo. Por otra parte, en los laboratorios
microbioldgicos hospitalarios, la identificacion de Scedosporium spp., suele realizarse
Unicamente mediante observacién morfol6gica convencional, técnicas insuficientes para
definir una identificacion a nivel de especie. Ademas, en nuestro pais, la derivacién de
estos aislados se rige por la necesidad del laboratorio de origen, lo que representa un
sesgo de muestreo en el presente trabajo.

En particular, es dificil definir como caso autéctono el correspondiente al aislado DMic
175588, dado el viaje a Europa que realiza el paciente previo a adquirir la colonizacion
(70). Sin embargo, en el caso del aislado DMic 175378, sabemos que el paciente nunca
salié del pais, por lo que este si estd confirmado como el primer aislado autéctono de S.
aurantiacum en Argentina.

A pesar del sesgo de muestreo comentado anteriormente, en este estudio se incluyen
aislados derivados durante mas de 30 afios, a lo largo de los cuales S. boydii, S.
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apiospermum y S. angustum se encuentran representados. Sin embargo, resulta llamativo
que los dos aislados de S. aurantiacum fueron recuperados entre 2016 y 2017, por lo que
permanece sin resolver si esta especie es un patégeno emergente, 0 siempre estuvo
circulando en el pais sin ser detectada.

Resulta particularmente importante la identificacion de S. aurantiacum a nivel de especie,
dado que los aislados recuperados en Australia y Europa presentan perfiles de CIM altas
para todos las drogas antifungicas, exceptuando al VZ. Ambos aislados de Argentina
tratados en este estudio, muestran el mismo comportamiento. Esta especie puede
identificarse en forma presuntiva por la liberacion de pigmento amarillo en PDA y por la
presencia de tonos amarillos a naranjas en el reverso de la colonia. A pesar de que esta
caracteristica puede ser una herramienta de gran utilidad para los laboratorios de
microbiologia clinica, la identificacion confirmatoria debe realizarse por secuenciacion de
alguno de los marcadores moleculares utilizados en este estudio.

El clado C es una especie filogenética claramente separada del resto de las especies de
Scedosporium y que proponemos como nueva, Scedosporium clavisporum. Esta
representada por el aislado DMic 165285 de micosis subcutanea de mano, aislado en el
afio 2016 en la provincia de Salta, Argentina y por CBS 218.35 aislado de micetoma de
pie, descripta en 1929 y originario de Paraguay. Las secuencias de ambos aislados tienen
una similitud del 100% en el gen BT2 y 99,8% en las de ITS (s6lo una base de diferencia).
Esta especie integra un clado monofilético con un soporte de bootstrap del 100% y los
estimadores de distancia evolutiva que se muestran en la figura 9, evidencian una mayor
cercania con resto de las especies de Scedosporium que con especies de otros géneros
relacionados, pertenecientes a Microascaceae.

Las caracteristicas culturales mostraron algunas similitudes y algunas diferencias, estas

dltimas estdn dadas principalmente por la poca produccién de conidios desde células
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conididgenas diferenciadas de CBS 218.35 y la fragmentacion talica del micelio vegetativo
y en hifas fértiles.

La cepa CBS 218.35 ha sido conservada hace 88 afios, pensamos que las caracteristicas
fenotipicas de la misma se han ido degenerando con el paso del tiempo, si bien se hace
referencia a un anamorfo de P. boydii, nunca han sido descriptos claramente sus
caracteres. En su primer descripcion Indiella americana Delemare Gatti 1929 (71), solo se
describen estructuras del hongo constitutivas del grano y del tejido infectado. En el afio
1931 Vuillemin, en un tratado llamado “Madurellées”, tiene el mismo enfoque en el
abordaje, pero se incluyen algunas observaciones del hongo en cultivo, el autor concluye:
“Madurella americana Vuill. (Indiella americana Delemare Gatti 1929) no es otra que
Aleurisma apiosperma”, basandose en descripciones de Saccardo (72). Luego en el Atlas
of Clinical Fungi del afio 2000, aparecen estos nombres como sinénimos de P. boydii (2).
En 2005 Gilgado y cols. la incluyen como |. americana en un estudio integral sobre el
género Pseudallescheria, la confirman como anamorfo de esta especie y demuestran que
es una especie filogenéticamente distante del resto (12). Finalmente en 2012 de Hoog vy
cols. confirman que el género Indiella fue descartado y que CBS 218.35 es un sinénimo
de P. boydii (21). Teniendo en cuenta que desde hace tiempo CBS 218.35 estéa vinculada
con Scedosporium, siendo la Unica cepa que integraba un clado separado del resto y
nunca hubo una descripcién del hongo en cultivo, probablemente tenga que ver con la
escasa expresion de estructuras reproductivas que no permitieron una clara descripcion.
Aun asi CBS 218.35 y DMic 165285 comparten un conjunto de caracteristicas
importantes, incluyendo caracteres fisiologicos, morfolégicos y moleculares, con las que
es posible diferenciarlas de las demas especies del género.

DMic 165285 es genéticamente idéntico a CBS 218.35, pero expresa activamente
estructuras de reproducciéon y abundante esporulacion, por eso es que se propone que,
en base a la descripcidn, se constituya como cepa tipo de Scedosporium clavisporum.

Pagina | 50



En el estudio de sensibilidad in vitro de los aislados DMic, no fue posible asignar
categorias de sensible/ intermedio/ resistente, dado que no existen puntos de corte
clinicos ni epidemioldgicos para el género Scedosporium. Sin embargo, observamos
variacion inter e intra especie, confirmando lo observado por otros autores en relacion a la
sensibilidad frente a los antifingicos. Los valores de CIM que presentaron los aislados
autéctonos de S. angustum, S. boydii y S. apiospermum son similares a los comunicados
en otras series a nivel internacional, presentando una distribucion no uniforme de los
valores de la CIM, a excepcion del voriconazol, y difiiendo Unicamente con el itraconazol,
ya que se registré una CIMso menor en las tres especies evaluadas (18,44,46,62,66,73—
75). En un trabajo de Austarlia, en el gue se evaluaron 14 S. apiospermum el itraconazol
registré un valor de CIMso similar al registrado en nuestros aislados (75). Este es el primer
trabajo en donde se documenta los valores de la CIM in vitro de S. clavisporum sp. nov. y
S. aurantiacum aislados en Argentina.

Debido a las diferencias intraespecificas o el escaso niumero de aislados no se pudo
determinar el perfil Unico de sensibilidad para cada especie. La distribucion de los valores

de CIM no fue uniforme, por lo que es necesario la determinacion in vitro de cada aislado.
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Conclusiones

1.

En este trabajo se demostr6 que la diversidad de especies del género
Scedosporium en aislados clinicos en Argentina es variada dentro del “Complejo
de especies S. apiospermum”y que se distribuyen principalmente en S. boydii, S.
apiospermum y S. angustum.

Se identificaron 2 aislados de S. aurantiacum provenientes de paciente con FQ,
especie no reportada en nuestro pais ni en América. Uno de ellos, se confirmé
como el primer caso clinico autéctono americano por S. aurantiacum, ya que el
paciente nunca abandono el pais.

Se detecto el primer hallazgo de mutacién en la conidiogénesis tipo “Polycytella”
en un aislado de S. aurantiacum, que hasta ahora sélo habia sido reportada para
S. apiospermum.

Se describe una nueva especie S. clavisporum que genéticamente es idéntica a
“Indiella americana” (Delemare Gatti 1929), descripta hace 88 afios, ambas de
Sudameérica y aisladas de micosis subcutaneas.

Este es el primer trabajo en donde se documenta los valores de la CIM de S.
clavisporum sp. nov. y S. aurantiacum aislados en Argentina.

En general, el VZ resulté ser el antifingico mas activo, con valores de CIM
menores o iguales a 2 mg/l en a 40 de 43 aislados.

En este estudio se demuestra que los perfiles de CIM para todos los aislados
clinicos DMic de Argentina, tienen un comportamiento similar que los descriptos a
nivel mundial, por lo que es necesario la determinacion in vitro de cada aislado.
Este trabajo resalta la importancia de realizar estudios multicéntricos y estudios
ambientales para comprender con precision la epidemiologia de las especies de

este género a nivel nacional o regional.
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Anexo |. La tabla muestra la presencia de estados a 25°C y desarrollo a distintas temperaturas.

Especies Numerode cultivo | T | S | 39°C | 40°C | 42°C | 45°C
Scedosporium boydii DMic 85073 - |-
Scedosporium boydii DMic 90394 + | - +
Scedosporium boydii DMic 993530 - |- +
Pseudallescheria angusta DMic 01651 - +
Pseudallescheria angusta DMic 031321 - +
Pseudallescheria angusta DMic 031333 - | - +
Scedosporium boydii DMic 062875 + | - +
Scedosporium boydii DMic 073201 - |- -
Scedosporium boydii DMic 083385 - +
Scedosporium boydii DMic 083389 - +
Scedosporium apiospermum DMic 083404 - |+ +
Scedosporium boydii DMic 093482 - |- +
Scedosporium apiospermum DMic 093510 - |- +
Scedosporium boydii DMic 103731 + | - -
Scedosporium apiospermum DMic 103737 - |+ +
Scedosporium boydii DMic 103813 - +
Scedosporium boydii DMic 103859 - +
Scedosporium apiospermum DMic 114031 - |- +
Scedosporium boydii DMic 114032 - +
Pseudallescheria angusta DMic 114102 - +
Pseudallescheria ellipsoidea DMic 134375 - |- -
Scedosporium boydii DMic 134638 - +
Scedosporium boydii DMic 165033 - +
Scedosporium apiospermum DMic 165035 - | - +
Scedosporium apiospermum DMic 165036 - |- +
Scedosporium boydii DMic 165274 + | - +
Pseudallescheria angusta DMic 165275 + | - +
Scedosporium boydii DMic 165279 + | - +
Scedosporium clavisporum sp. nov. DMic 165285 - |+ + -
Scedosporium apiospermum DMic 165286 - |- +
Scedosporium boydii DMic 165287 - +
Scedosporium apiospermum DMic 165288 - +
Scedosporium apiospermum DMic 165290 - | - +
Scedosporium apiospermum DMic 165291 - | - +
Scedosporium boydii DMic 165341 + | - +
Scedosporium aurantiacum DMic 175378 - |+ + + -
Scedosporium apiospermum DMic 175421 - |+ +
Scedosporium apiospermum DMic 175525 - |- +
Scedosporium boydii DMic 175526 + | + +
Scedosporium boydii DMic 175583 + | - +
Pseudallescheria angusta DMic 175584 + | - +
Scedosporium boydii DMic 175585 + | - +
Scedosporium aurantiacum DMic 175588 - |+ + + -
P. boydii (Indiella americana) CBS 218.35 - |- + -

T: Teleomorfo, S: Sinemas +: desarrollo, -: Ausencia de desarrollo, Celdas en gris: No se realizo la prueba
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Anexo Il. Secuencias obtenidas en este estudio de CBS 218.35 y DMic 165285 propuestas como nueva
especie.

Secuencia parcial del gen B-Tubulina (BT2) de la cepa CBS 218.35. (563pb).

AGTGACCCTTGGCCCAGTTGTTGCCGGCACCGGACTGGCCGAAAACGAAGTTGTCGGGACGGAAAAGTT
GGCCGAAAGGACCAGCACGGACAGCGTCCATGGTACCGGGCTCGAGATCTACAAGGACGGCGCGAGGA
ACATACTTGTTGCCCGAAGCCTAGAATGACGAGTAAAAAACGACATGAGTATTGTCCCCAGGGCGGAAGC
GGATGACACCATGTCAACCTGTCCGTAGTTTCAACCAGAGACTTACCTCGTTGAAGTAGACGCTCATGCG
CTCAAGCTGGAGTTCAGACGTTCCATTGTAACTTTGACGTATAAGGGACAATCAGTTTCCGTCGCTGATAA
CCAGGGGTAGCAACAGCACATGTGGCTGGCATTAGGGGAGGGGTGAGGGATTCCTACACTCCATTGCTA
TCAAGACCGTGCTCGCCAGAAATGGTTTGCCTAAAAAACAATAAGTACTCTGTCCATCAAATAAAATATCC
CGAGCAGAATTATATTCGCATCCGTTTCTTGGTCGCGCGTCGTCGGGAAGTGTGCACGCACCAGAAAGCA
GCACC

Secuencia parcial del gen 3-Tubulina (BT2) de la cepa DMic 165285. (563pb).

AGTGACCCTTGGCCCAGTTGTTGCCGGCACCGGACTGGCCGAAAACGAAGTTGTCGGGACGGAAAAGTT
GGCCGAAAGGACCAGCACGGACAGCGTCCATGGTACCGGGCTCGAGATCTACAAGGACGGCGCGAGGA
ACATACTTGTTGCCCGAAGCCTAGAATGACGAGTAAAAAACGACATGAGTATTGTCCCCAGGGCGGAAGC
GGATGACACCATGTCAACCTGTCCGTAGTTTCAACCAGAGACTTACCTCGTTGAAGTAGACGCTCATGCG
CTCAAGCTGGAGTTCAGACGTTCCATTGTAACTTTGACGTATAAGGGACAATCAGTTTCCGTCGCTGATAA
CCAGGGGTAGCAACAGCACATGTGGCTGGCATTAGGGGAGGGGTGAGGGATTCCTACACTCCATTGCTA
TCAAGACCGTGCTCGCCAGAAATGGTTTGCCTAAAAAACAATAAGTACTCTGTCCATCAAATAAAATATCC
CGAGCAGAATTATATTCGCATCCGTTTCTTGGTCGCGCGTCGTCGGGAAGTGTGCACGCACCAGAAAGCA
GCACC

Secuencia parcial del gen ITS1- 5.8S -ITS2 del ADNr (ITS) de la cepa DMic 165285. (581pb).

CGGGTAACCCTACCTGATCCGAGGTCAAACCATCTTTGAAAAAGTTGTGGTTTGACGGCCGGCCTCCGCC
GGGACCCAATGCGAGCTTGCAAAAGAGACTTACTACGCAGAAGGCTCCGCGGCGGGACCGCCACTGTAT
TTCAGGGCCTACGGGGTCGCGAAAAGACTCGCCGTAGCGCCCCAACACCGACCCTCCGCTTCGAAAAAA
ACAGAGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGGCAGATTACTGCCGGGCGCAATGTG
CGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTGTTTTTTTTTTTTGTTTCTAATCAGAACATGT
AATCCGCTATAAAAATTGAAGAGTTTGGTGCTGCCGGCGGGGGTCGTCCCTCTTTTCAGGGGGCGCGGC
CCGCCGCCGAGGCAACAGAACATAGGTAAGGTTCACAATGGGTTTGGAGTAATAACTCGGTAATGATCCC
TCCGCTGGTTCACCAACGGA
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