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1. Resumen:

El complejo de especies Scedosporium/Pseudallescheria estd compuesto por
diferentes especies de hongos filamentosos. De las cinco més habituales y utilizadas en
este estudio existen tres especies de patdégenos oportunistas clinicamente importantes, S.
apiospermum, S prolificans y S. aurantiacum, que generan scedosporiosis
especialmente en individuos inmuncocomprometidos. EI aumento del nimero de este
tipo de pacientes en los ultimos afios estd elevando la incidencia de los casos de
scedoporiosis.  Scedosporium spp. se encuentran frecuentemente en habitats
humanizados y con presencia de contaminacion. En este trabajo, se ha realizado un
estudio para determinar su presencia en algunos habitats de la Comunidad Auténoma
del Pais Vasco (CAPV) y conocer su distribucion, empleando técnicas microbioldgicas
y moleculares. No se aislo ninguna cepa del género en las playas de la CAPV, mientras
que si que se encontraron en parques urbanos, aislandose la mayor cantidad de cepas y
variedad de especies del género en las muestras de Araba. Por otro lado, se identificaron
las especies del género mediante PCR, encontrandose cepas de S. prolificans, S.
aurantiacum, S. dehoogii y P. minutispora. Ademas, se comprobdé que los primers

disponibles S. apiospermum no permitian discriminarlo del resto de especies.
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2. Introduccion.

El complejo de especies Scedosporium/Pseudallescheria estd compuesto por
nueve especies de hongos filamentosos del Filo Ascomycota: S. prolificans, S.
apiospermum/P. boydii, S. aurantiacum, P. minutispora, S. dehoogii, P. ellipsoidea, P.
angusta, S. deficiens, y P. fusoidea. Entre ellas existen tres especies de patdgenos

clinicamente importantes, S. apiospermum, S. aurantiacum, y S. prolificans.

La taxonomia del género Scedosporium es compleja. Pertenece al Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Clase Euascomycetes, Orden Microascales y Familia Microascaceae.
No obstante, la clasificacion de las especies del género ha sido controvertida a lo largo
de su estudio. La similitud morfoldgica, tanto macroscopica como microscopicamente,
entre las diferentes especies ha contribuido a la complejidad taxonémica, obligando a
los investigadores a referirse al género como complejo de especies Pseudallescheria /
Scedosporium. Estudios moleculares recientes han permitido diferenciar mejor las
especies por andlisis de la secuencia de ADN de algunos loci como “internal transcribed

spacers” (ITS), B-tubulina, o calmodulina (Gilgado et al. 2005, Gilgado et al., 2008).

Por otra parte, las especies de este género tienen importantes diferencias
morfolégicas entre sus etapas sexual y asexual. Estas caracteristicas facilitan la
separacion entre ellas, pero complican la situacion taxondémica porque, al igual que en
otros hongos (e incluso en otros organismos, como las algas), las fases sexuales se
nombran como otros géneros y especies distintas. Las formas sexuales (teleomorficas)
que se encuentran en este complejo de especies son las Ilamadas Pseudallescheria, pero
no se ha encontrado evidencia de su existencia para todas las especies (como en el caso
de S. prolificans). Ademas, siempre hay una fase asexual (anamorfica), conocida como
Scedosporium. Pero es posible que existan otras forma asexuales que hayan sido
clasificadas dentro de otros géneros como Petriella o Graphium, en funcién de sus
caracteristicas (Cortez et al., 2008).

Las especies del género Scedosporium crecen formando colonias pilosas, grises
y marrones. Presentan conidios en forma libre o en células conididgenas que pueden ser
cilindricas o con forma de frasco. En caso de que presenten células conidiogenas éstas

pueden estar separadas o formando agregados. Se aprecian ademas, zonas condensadas
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poco visibles formadas por cabezas conidiales viscosas. Los conidios son unicelulares y

su coloracidn varia desde hialino hasta marrén (de Hoog et al., 2000).

La patogenicidad de los hongos oportunistas de este género esta relacionada con
diversos cuadros clinicos denominados conjuntamente como scedosporiosis, entre los
que se encuentran infecciones localizadas, extendidas a tejidos proximos al lugar de
infeccion, o diseminadas hematogéneamente. Se manifiestan como patdgenos en
individuos inmunocomprometidos aunque, en ocasiones, pueden infectar a individuos
sanos. Hay varios factores de riesgo asociados a la scedosporiosis, el transplante de
organos es uno de ellos, donde el porcentaje de muertes supera el 58% de los afectados.
Otros grupos susceptibles de contraer scedosporiosis son individuos con linfopenia,
neutropenia, tratados con esteroides, o con infecciones producidas por microorganismos
tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Cortez et al., 2008). Debido
al aumento del nimero de pacientes inmunocomprometidos, estos hongos son cada vez
mas prevalentes calificandose como patdégenos emergentes, este hecho se produce de la
misma manera en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco segun Idigoras et al. (2001)
y Lopez et al. (2001).

Por otro lado, una caracteristica importante del género Scedosporium, y
especialmente de S prolificans es la elevada resistencia que presenta a una amplia gama
de antifungicos. La mayoria de estudios publicados al respecto sobre pruebas realizadas
in vitro, utilizando antifungicos tradicionales (anfotericina B, fluconazol) o mas
recientes (voriconazol), muestran una alta resistencia en casi todas las cepas estudiadas
(Cortez et al. 2008). Con el uso del antifungico voriconazol se obtuvieron resultados
interesantes. Este antifungico mostré una concentracion minima inhibitoria 50 (MICso)
de 4 pg/ml, aunque este valor excede la concentracion utilizable a nivel clinico en la
mayoria de los pacientes. El resto de los antifungicos probados (azoles, polienos,

alilaminas, pirimidinas y equinocandinas) no mostraron ningun efecto sobre los hongos.

Debido a la baja eficacia de los agentes antifingicos por separado se iniciaron
estudios para evaluar su efecto combinado. A pesar de la alta MICs0 encontrada en
ensayos utilizandolos por separado, terbinafina en combinacion con itraconazol,
miconazol o voriconazol reduce hasta en 16 veces los valores de MICso. Esto significa

que las concentraciones utilizadas en clinica (es decir, en dosis no tdxicas) podrian
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alcanzarse en combinacidn. Por otra parte, se observo una reduccion de 4 veces para la
MICso de anfotericina B cuando se aplica junto con pentamidina. Estas situaciones
revelan una relacion sinérgica entre estos compuestos con respecto a su actividad

antifangica.

Los estudios in vitro no muestran una precisa correlacion con los ensayos in
vivo. No obstante, se acepta el hecho de que si una cepa es sensible in vitro no es
suficiente para predecir el éxito terapéutico del tratamiento. Pero, si una cepa muestra
resistencia in vitro, es mas probable el fracaso en el tratamiento con este compuesto. Se
han desarrollado varios estudios in vivo en modelos animales con scedosporiosis, que
demuestran que las dosis de antifingico de uso comdn suelen ser ineficaces contra estos
hongos. Sin embargo, dosis mayores de anfotericina B y caspofungina reducen la

mortalidad en un 60% y un 30%, respectivamente.

Por lo tanto, el tratamiento para scedosporiosis es bastante complicado.
Actualmente, las infecciones localizadas en pacientes inmunocompetentes no requieren
terapia antifungica, ya que la posibilidad de que el hongo en estos pacientes produzca
una invasion sistémica es remota. En general, la supervivencia del paciente se asocia
con el estado de su sistema inmunitario, siendo una prioridad tratar de invertir la
inmunosupresién tan pronto como sea posible. En cuanto al tratamiento de
scedosporiosis diseminada en pacientes inmunocomprometidos, se recomienda el
voriconazol combinado a menudo con otros antifingicos como terbinafina o

posaconazol (Cortez et al., 2008).

Algunos autores sugieren que las especies de Pseudallescheria y Scedosporium
prefieren entornos afectados por actividades humanas, tales como suelos agricolas,
jardines, alcantarillado, estanques contaminados Yy sedimentos. Ademas, la
contaminacion del suelo con hidrocarburos esta relacionada con la presencia de estos
hongos (Guarro et al., 2006). Existen cepas de P. boydii que son capaces de usar gas
natural (Davies et al., 1973) y los compuestos aromaticos como fuente de carbono
(Garcia-Pefia et. al., 2001). Se ha observado crecimiento a presiones parciales de
oxigeno muy bajas, asi como tolerancia a una concentracion del 5% de NaCl en el

medio de cultivo (de Hoog et al., 1994). Kaltseis et al. (2009) encontraron una
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correlacion positiva entre la concentracion de amonio y la abundancia de cepas de los
géneros Scedosporium en &reas industriales y parques y juegos infantiles.

La especie P. boydii ha sido aislada de agua salobre y salada, tanto en estuarios
(Kirk, 1967), como en éareas de subida y bajada de mareas, y en el suelo marino
(Dabrowa et al., 1964) (Padhye et al., 1967). A partir de estos informes, se ha
considerado que el nicho ecoldgico de P. boydii y S. prolificans han de ser habitats
ricos en nutrientes y pobremente aireados. Sin embargo, la mayoria de los estudios han
sido publicados antes de la diversidad taxonomica observada recientemente en los

géneros Pseudallescheria y Scedosporium (Kaltseis et al., 2009).
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3. Objetivo:
El objetivo del proyecto es realizar un estudio de la distribucién ambiental de los

hongos del Género Scedosporium en la Comunidad Autonoma del Pais Vasco (CAPV),
aislando e identificando las diferentes especies mediante cultivo microbiolégico y la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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4. Materiales y métodos:

4.1. Realizacion del muestreo.

Se tomaron muestras de suelo en las tres provincias de la CAPV en dos entornos
diferentes: playas y jardines urbanos segun la metodologia descrita en Kaltseis et al.
(2009) tanto para la toma de muestras como para el procesamiento de las mismas. Las
muestras fueron tomadas a nivel superficial en tubos estériles de 50 ml, con la ayuda de

una espatula. Tras esto, se conservaron a 4°C hasta su procesamiento.

El muestreo de cada entorno consta de cuatro replicas. En Bizkaia se tomaron
muestras en las playas de Getxo, Sopelana y Muskiz y en el parque de Doiia Casilda. En
Gipuzkoa se muestrearon las playas de Donosita (La Concha) y Zumaia. En Araba se

obtuvieron muestras del jardin de La Florida (Vitoria).

4.2.  Aislamiento de especies del Género Scedosporium mediante el medio semi-
selectivo SceSel+.
El aislamiento de especies del género Scedosporium se realizo en el medio semi-
selectivo Scedosporium Selective Agar con benomyl (SceSel+) (Rainer et al., 2007)
(Tabla 1).

Tabla 1: Composicion detallada del medio SceSel+ (Rainer et al., 2007).

Compuesto Concentracion

Extracto de malta 6,25 g/l

Maltosa 6,25 g/l

Fosfato monopotésico 1,25 g/l

Extracto de levadura 19/l

Sulfato de Magnesio (7H20) 0,625 g/l

Peptona de soja 0,625 g/l

Agar 20 g/l

Agua destilada 983 ml

Cloramfenicol 0,1 g/l (diluido en 5 ml de etanol al 96 %)

Ciprofloxacina 0,1 g/l (diluido en 1 ml 1M NaOH vy esterilizar por filtracion)
Sulfato de estreptomicina 0,1 g/l (diluido en 5 ml H20 destilada esterilizada por filtracion)
Dicloran 0,002 g/l (diluido en 1ml de etanol puro)

Benomyl 0,006 g/l (diluido en 5 ml etanol puro)
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Para ello, se pesaron 10 g de cada muestra, y se incubaron durante 1h a 37 °C en
40 ml de solucion salina estéril (0,9 % NaCl/0,01% Tween 80). Se inocularon 10 placas
de medio semi-selectivo SceSel+ por cada muestra con 250 pL de la suspension. Tras la
incubacion de las placas 7 dias a 37°C, se procedio al recuento de unidades formadoras
de colonias y al aislamiento, de nuevo en SceSel+, de una colonia de cada fenotipo
observado para su posterior identificacion.

4.3.  ldentificacion microscopica a nivel de género.

Una vez aisladas las colonias se realizaron preparaciones utilizando la tincion de
Azul de Algodén Lactofenol (LAA) para visualizar microscopicamente los hongos. En
caso de que presentasen morfologias caracteristicas de las especies del género bajo
estudio (Cortez et al., 2008), tales como la morfologia de las células conididgenas y de

los conidios, se procedi6 a su identificacion a nivel de especie.

4.4. ldentificacion a nivel de especie por PCR.

4.4.1. Obtencion de conidios.

Se sembraron las colonias de los aislamientos en SceSel+ en Agar Patata
Dextrosa (APD) (Provadisa, Madrid, Espafia) e incubaron durante 7 dias a 37°C para
obtener conidios aislados. Se cosecharon los conidios de los aislamientos con solucion
salina estéril segun el siguiente procedimiento: se vierte solucion salina estéril sobre la
placa y se frotan las colonias con un asa de siembra. Se recoge la suspension en tubos y
se filtra con una gasa, introducida dentro de una jeringuilla, autoclavadas previamente.
Todo el proceso se realiza manteniendo condiciones asépticas. La suspension de

conidios se conservo a 4°C.

4.4.2. Obtencién de micelio.

Se inoculd 1 ml de cada extracto de conidios en matraces con 50 ml de Caldo
Sabouraud. (Panreac, Barcelona, Espafia). Tras 24 h de crecimiento a 37°C, se
obtuvieron los micelios de las diferentes colonias aisladas mediante centrifugacion a
2500 r.p.m durante 10-15 min en tubos de 50 ml. Se elimind el sobrenadante y las

células se conservaron a 4°C.

10
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4.4.3. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN a partir de los micelios obtenidos se realiz6 siguiendo el

procedimiento expuesto por Liu et. al (2000). Se realizaron dos lavados de las pastillas
de células con solucidn salina estéril. Se afiadieron 150-200 mg de bolitas de cristal a un
eppendorf con la pastilla y 500 puL de tampon de lisis y se agitdé durante 2 min en el
vortex. Tras esto, se afiadieron 50 pL de solucion de acetato potasico (3 M acetato
potésico/11,5% &cido acético glacial) y se centrifugd a 8000 g durante 5 min. Se
traspasé el sobrenadante con el ADN disuelto a otro eppendorf y se repitidé la
centrifugacion en las mismas condiciones. Posteriormente, se afiadio un volumen de
isopropanol frio y se precipitd el ADN centrifugando a 14000 g 15 min. Descartando el
sobrenadante se hizo un lavado de la pastilla de DNA con 300 pL de etanol frio, y se
volvié a centrifugar a 14000 g 10 min. Se descart6 el sobrenadante y se dejé evaporar el
etanol unos 10-15 min. Finalmente se resuspendio la pastilla de ADN en 50 pL de agua
destilada estéril y se conservo a -20°C. La cuantificacion de ADN se realizé6 mediante
espectrofotometria a 260 nm.

4.4.4. Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La identificacion de las colonias a nivel de especie se realizé mediante PCR. En
la PCR se emplearon cebadores especificos para las especies P. boydii / S.
apiospermum, S. prolificans , P. minutispora, S aurantiacum y S. dehoogii (Harun et al.,
2011). Los cebadores amplifican las regiones desaminadas ITS en todos los casos. Sin

embargo, el tamafio del amplicon difiere segun la especie (Tabla 2).

Tabla 2: Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR vy el tamafio de los fragmentos que amplifican
(Harun et al., 2011).

Especie Secuencia de cebadores Tam&.“!o del
amplificado
P. boydii / S. apiospermum 5’AGGCCTGCCGTCAAACCACCTAAC 3 300

5’CTACTCGACTCGTCGAAGGAGC 3°

S prolificans 5> CATTACCGAGTTATTACTCCAAACC 3’ 180
P S’TCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTGT 3’

P minutispora 5’ CTCTGTTTCGTTAGCGAAAGCTCAG 3’ 450
) P 5’CTACTCGACTCGTCGAAGGAGC 3°

S. aurantiacum 5" TAGCGGATTACAAGCTCTGATTG 3’ 650
' 5’ CTACTCGACTCGTCGAAGGAGC ¥’

. dehoogii 5” CGCCCGAAAGGACGACGGC 3’ 00
' ' 5> CTACTCGACTCGTCGAAGGAGC 3’

11
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El volumen final del tubo de reaccion fue de 25 pL. De los cuales 12,5 pL eran
de GoTag Mastermix (Biotech Iberica, Madrid, Espafia) que contenia 1,5 mM de
MgCl;, 1,25 U de Taq polimerasa, 0,2 mM de dNTPs y buffer (10 mM de Tris-HCI,
50mM KCI). Ademas, la mezcla de reaccion contenia 0,4 mM de cada primer, 50 ng
DNA y H,0.

El proceso de amplificacion se realizd en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: predesnaturalizacion durante 5 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 45 s, anillamiento 65 °C durante 45 s y extension a
72°C durante 60 s, con una extension adicional de 10 min a 72°C. Como control
positivo se utilizaron las cepas: S. apiospermum UPV 93-251, S. prolificans UPV 99-
059, P. minutispora CBS 116911, S. aurantiacum CBS 116910, S. dehoogii CBS

117406. Y como control negativo tubos de reaccién sin DNA.

Los productos de PCR se separan en geles de agarosa 1% en tampon Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1X tefiidos con GelRed (Biotium, Haywarol, USA) y se
visualizan mediante un transinluminador UV. Como marcadores se emplearon los 1 kb
DNA Ladder RTU (Nippon Genetics, Dueren, Alemania) (Figura 1).

DNA Mass Base Pairs

(ng/5ul)
28 —10,000
28 — 8,000
28 — 6,000
28 — 5,000
18 — 4,000
92 — 3,000
34 — 2,500
34 — 2,000
20 — 1,500
92 — 1,000
23 — 750
30 — 500
45 —250

1 % TAE agarose gel

Figura 1: Detalle del tamafio de los marcadores que se utilizaron en el estudio, los 1 kb DNA Ladder
RTU (Nippon Genetics, Dueren, Alemania).

12
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5. Resultados:

El estudio macroscopico y microscépico del género
Scedosporium/Pseudallescheria dio como resultado colonias pilosas y algodonosas, de
coloraciones blanquecinas en su parte superior y con tonos marronaceos 0 grisaceos en
la parte inferior. Los conidios tienen forma de limon, y se observan aislados o formando

agregados segun las especies (Figura 2).

S. apiospermum

S. prolificans

S.aurantiacum

S. dehoogii

Figura 2: Imagenes microscopicas con

tincién Azul de Algodén Lactofenol
P. minutispora
(izquierda) y macroscopicas de las
colonias de las cepas control del género
Scedosporium creciendo en Agar Patata

Dextrosa (derecha).
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En el aislamiento inicial de las muestras en medio SceSel+ se observaron
colonias que presentaban estas caracteristicas pero también colonias pertenecientes a
otros grupos no esperados: levaduras, Zygomycetes, etc. La visualizacion de dichas
colonias al microscopio confirm6 los resultados con la presencia de elementos

caracteristicos de otros géneros (Figura 3).

Figura 3: A) Ejemplo de un aislamiento obtenido en SceSel+ a partir de las muestras ambientales. Las
colonias sefialadas con flechas son ejemplos con aspecto tipico del género Scedosporium. B) Observacion
al microscopio de artrosporas. C) Observacion al microscopio de cuerpos fructiferos caracteristicos de

Zygomycetes.

El recuento de colonias totales aisladas en el medio selectivo SceSel+ a partir de
las muestras de playa dio como resultado valores muy bajos. En todos los casos el valor
fue inferior a 1,5 unidades formadoras de colonias por gramo de muestra (UFC/g),
llegando a ser 0 en la playa de Muskiz (Bizkaia). Cabe destacar, tal y como se observa
en la figura 4, que su visualizacion al microscopio revel6 que ninguna pertenecia al

género Scedosporium.

Playas

3,5 T

2,5

UFC/g
N

1,5

1 T T
il . +
0. N N

Sopelana Getxo Muskiz Donostia Zumaia

Figura 4: Recuento total de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra en las muestras
obtenidas a partir de las playas de Sopelana, Getxo, Muskiz (Bizkaia) y Donosita y Zumaia (Gipuzkoa).

14
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El recuento de las colonias totales desarrolladas sobre las placas a partir de las
muestras de jardines tanto de Vitoria como Bilbao dieron valores mas elevados en
comparacion con los obtenidos a partir de las muestras de playas. Se obtuvieron en este
caso unos valores de 148 UFC/g en el caso de La Florida (Vitoria) y 1106 UFC/g en
Dofia Casilda (Bilbao). Por tanto, la cantidad de UFC/g de muestra es un orden superior

en el jardin de Bilbao que en el de Vitoria (Figura 5).
Jardines

2000

1500 T

1000

UFC/g

500

ol —

Vitoria Bilbao

Figura 5: Recuento total de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra en las muestras

obtenidas a partir de los jardines de La Florida (Vitoria) y Dofia Casilda (Bilbao).

La identificacion a nivel de especie mediante PCR ofrecio resultados para las
especies S. aurantiacum, S. prolificans, S. dehoogii, y P. minutispora. Sin embargo, no
fue posible determinar la presencia de S. apiospermum en las muestras. Los resultados
del procedimiento llevado a cabo con la especie S. apiospermum daba resultados

positivos en casi todos los casos. Por ello han sido desestimados (Figuras 6y 7).

Figura 6: Ejemplos representativos de resultados obtenidos a partir de muestras ambientales con
resultados positivos para los amplificados correspondientes a S. aurantiacum, S. prolificans, S. dehoogii y

P. minutispora.
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M1 2345678 91111213 C+ C-

Figura 7: Resultado de la PCR empleando los cebadores especificos de S. apiospermum. La primera calle
pertenece a los marcadores empleados 1 kb DNA Ladder RTU (Nippon Genetics, Dueren, Alemania), de
la 1 ala 13 son ejemplos de especies aisladas a partir de las muestras ambientales y las otras dos calles
pertenecen al control positvo (C+) y al control negativo (C-). De las especies ilustradas como ejemplo la

2, 6 y 13 dieron positivo en su identificacion con los cebadores especificos para otras especies.

En las muestras del parque Dofia Casilda solo se obtuvieron resultados positivos
para la especie S. aurantiacum. En las muestras del jardin La Florida, en cambio,
aparecieron también colonias de S. dehoogii, S. prolificans y P. minutispora. En
conjunto, la presencia del género Scedosporium es superior en la muestras de Vitoria

que en las de Bilbao (Figura 8).

30

25

20
ﬁ“ 15 mBilbao
W
= mVitoria

S.aurantiacum S. prolificans S.dehoogii  P.minutispora

Figura 8: Resultados de la identificacion de especies mediante PCR. Se detalla el nimero de unidades
formadoras de colonias por gramo en las muestras obtenidas de cada especie en las muestras de La
Florida (Vitoria) y Dofia Casilda (Bilbao).
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6. Discusion

El género Scedosporium se distribuye principalmente en ambientes humanizados
y posee especies clinicamente importantes, como S. apiospermun, S. aurantiacum, y S.
prolificans. Por esto, se ha realizado un muestreo ambiental para determinar su
presencia en la Comunidad Autonoma del Pais Vasco (CAPV). Para ello se ha
empleado el medio semi-selectivo SceSel+ y la técnica de PCR con cebadores

especificos para cinco especies del género.

Rainer et. al, (2007) afirman que el medio SceSel+ es selectivo para el género
Scedosporium. La composicion del medio en cuanto a compuestos nutricionales, los
antibioticos y las condiciones de incubacion impiden, segin sus autores, el crecimiento
de otras especies. Ademas, se ha empleado en trabajos posteriores con muestras
ambientales con resultados exitosos (Kaltseis et al., 2009). Sin embargo, en el estudio
realizado se ha comprobado el crecimiento de otros grupos como Zygomycetes cuyo
crecimiento deberia estar inhibido por la adiccion al medio del antibi6tico dicloran.

Teniendo en cuenta que debido al aumento del numero de pacientes
inmunocomprometidos estos hongos son cada vez mas prevalentes, seria de gran interés
disponer de un medio realmente selectivo para este género de patdgenos emergentes que

pudiera ser usado tanto para muestras clinicas como ambientales.

Por otro lado, las especies del género Scedosporium se han vinculado a
ambientes afectados por la actividad del ser humano, tales como zonas agricolas, zonas
industriales, parques urbanos, etc. Sin embargo, la presencia de estos hongos
filamentosos en ambientes menos contaminados es muy baja e incluso nula. Por ello,

este estudio esta centrado en entornos fuertemente humanizados (Kaltseis et al., 2009).

Los hongos tienen predileccion por ambientes himedos. Aun asi, debido a la
importancia y la actividad existente en el litoral de la CAPV se consideré necesario
incluir playas en el muestreo. De Hoog et al. (1994) indican la tolerancia del género a
una concentracion del 5% de NaCl en el medio de cultivo. Pese a ello, en el estudio que
se ha realizado de la distribucion del género en la CAPV no ha sido posible confirmar
dichos datos puesto que no se han encontrado unidades formadoras de colonias (UFC)

de ninguna especie Scedosporium en las playas de Bizkaia ni de Gipuzkoa. La ausencia
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de especies del género Scedosporium en las muestras analizadas puede deberse a

diferentes factores que no han sido analizados.

No obstante, si fue posible demostrar la presencia de las especies Scedosporium
en los parques de la CAPV. Se analizaron muestras en los parques Dofia Casilda
(Bilbao) y La Florida (Vitoria) encontrandose grandes diferencias entre ellos respecto al
namero de UFC/g de muestra. Se obtuvo un recuento total de UFC/g en las muestras de
Dofia Casilda superiores a los del parque La Florida, siendo la media diez veces mayor
en el primero que en el Gltimo. Las posibles causas de ésta diferencia son diversas,
pudiendo ser importantes las caracteristicas fisico-quimicas del habitat. Scedosporium
spp. se han relacionado con determinados ambientes fisico-quimicos como zonas con
altos contenidos en materia organica e incluso suelos contaminados con hidrocarburos
(Guarro et al.,, 2006). Ademas, Kaltseis et al. (2009) describieron una correlacion
positiva entre el contenido de amonio y la cantidad de especies del género. En cambio,
la presencia de estos hongos se correlaciona de forma negativa con el pH del suelo.

Una vez procesadas las muestras ambientales se seleccionaron aquellas colonias
cuyas caracteristicas morfoldgicas, tanto macroscépicas como microscépicas, eran
similares a las del género bajo estudio. Para llevar a cabo su identificacion se realizaron
pruebas de PCR utilizando cebadores especificos para cada especie. Sorprendentemente,
a pesar de que el numero de UFC totales que crecieron en el medio semi-selectivo
SceSel+ presentaban valores superiores en Dofia Casilda que en La Florida, se encontrd
mayor variedad de especies del género Scedosporium en el parque La Florida. Esto
sugiere que éste entorno posee unas condiciones mas favorables para el desarrollo de las
mismas. En éste parque se identificaron UFC de las especies S. prolificans, S.
aurantiacum, S. dehoogii y P. minutispora, mientras que en Dofla Casilda solo se

consiguio identificar la especie S. aurantiacum.

Por otro lado, los resultados para la especie S. apiospermum demostraron la
existencia de un error en la metodologia. Puesto que el procedimiento se ha realizado
siempre en condiciones de asepsia y los controles negativos estan libres de
amplificacion se deduce que el problema debe estar en la especificidad de los cebadores.
Harun et al. (2011) disefiaron unos cebadores especificos basandose solamente en dos

cepas de cada especie. Ademas, se trata de un estudio realizado exclusivamente con
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cepas clinicas. Aplicando el procedimiento a muestras ambientales, donde se pudieron
encontrar un rango mas amplio de especies y de cepas de Scedosporium spp. se ha
demostrado que los cebadores no son especificos, y no son Utiles para la identificacion

de la especie S. apiospermum.

Para concluir, se ha detectado la presencia de especies pertenecientes al género
Scedosporium en la CAPV. Seria interesante disponer de un medio selectivo para
Scedosporium spp., eficiente tanto para muestras clinicas como para ambientales, y
poseer un sistema de identificacion a nivel de especie para S. apiospermum. Por otro
lado, realizar un analisis de los pardmetros fisico-quimicos de los ambientes
susceptibles de albergar especies de este género podria ayudar a profundizar en el

conocimiento general del género y su distribucion.
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