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RESUMEN

Se efectué un estudio comparativo entre
5 cepas de hongos dematidceos (levaduriformes
y filamentosos) aislados de suelos con un cepa de
Fonsecoea pedrosoi.

En cuanto a su patogenicidad una de ellas
con caracteristicas del género Wangilella mostré
un proceso inflamatorio en las patas de los rato-
nes inoculados en menor grado que Fonsecaea pe-
drosoi y nmumteniendo su forma levaduriforme.

INTRODUCCION

Seglin Ajello (1) las levaduras negras o “leva-
duas pretas” son definidas como hongos filamentosos
dematidceos, los cuales en ciertas etapas de su desa-
mrollo, y bajo ciertas condiciones ambientales, tienen
una fase unicelular durante la cual la multiplicacidn
es por un proceso de brotacién. Las colonias en esta
etapa son cremosas con tinte negro. Como estos
hongos se encuentran saprofiticamente en la made-
ra (4), pulpa de madera (2) (3), y restos de plantas
de suelo (7) nos interesa realizar un estudio compa-
rativo entre cepas de hongos dematidceos (ievaduri-
formes y filamentosos) aislados de suelos con una
cepa de Fonsecaea pedrosoi con el fin de aportar
nuevos« datos al estudib del dimorfismo y patogeni-
cidad de las mismas. Ademds de realizar algunos estu-
dios macro, micromorfoldgicos y biolégicos orien-
tados hacia un enfoque taxonémico.

(*) Este trabajo se realiz6 con un Subsidio proporcio-
nado por Resolucidén N© 1501/84 del CONICET. (Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas).

SUMMARY

[ Morphogenesis in dematiaceous fungi II. A compara-
tive study of stmains isolated from soils with Fonce-
caea pedrosoi ].

A comparative study among 6 strains of dema-
Hiaceous fungi (yeast-like and filamentous form)
isolated from soils, and a strain of Fonsecaea pedro-
sof was done.

Conceming to their pathogenicity, one of them
that had characteristics of the Wangiella genus,
showed and inflamatory process in the foot of the
inoculated mice not so important as in Fonsecaea
pedrosoi, and presenting a constant yeast-like form.

MATERIALES Y METODOS

Nueve muestras de tierras tomadas de la capa
superficial fueron recogidas de una regién rural
de la provincia de Santa Fe con implementos esté-
riles, colocadas en bolsas de polietileno, y mante-
nidas a 4° C hasta su procesamiento.

Las muestras 1 y 5 fueron extraidas de la tierra
acumulada de sauces viejos (Salix babylonica).
La mimero 2 corresponde a un material de tronco de
ombi (Phytolacca dioca) y las muestras 3 y 4 del
mismo tipo de material de madera de morera de
papel (Broussonetia papyrifera) y eucaliptus (Euca-
liptus globulus). Mientras que las muestras 6, 7, 8
y 9 corresponden a suelos extraidos de un sembra-
dio de soja.

Procedimiento para su aislamiento:

Las muestras fueron procesadas segiin el méto-
do utilizado por Gezuele y col. (6) empleindose
tubos de 70 cm3 con tapén a rosca y cada uno de
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ellos fue ocupado por una muestra al quinio de su
capacidad, completando casi su volumen total con
una solucién de NaCl al 0,85% . Después de 5 minu-
tos de riguroso agitamiento las suspensiones fueron
colocadas por 5-10 minutos en reposo. Ocho cm3
del sobrenadante, algunas veces bajo la flotacién
de restos de plantas, fueron pipeteados dentro de
un tubo de ensayo con 2 cm? de solucién de penici-
lina-estreptomicina, 5 y 4 mg/cm? respectivamente.

Para el aislamiento se emplearon los siguientes
medios de cultivo: Sabouraud glucosa (Sbg); agar-
cerebro-corazén (A.C.C.) con antibiéticos y Myco-
biotic agar (M.A.).

Todos los aislamientos se realizaron por dupli-
cado utilizando todos los medios de cultivo sefialados
y sembrando en cada una de las placas una y dos
gotas de la suspensién respectivamente incubdndose
a 280 C durante 5 semanas. Las colonias que mostra-
ban caracteristicas dematidceas fueron transferidas
a tubos de ensayo conteniendo los medios de cultivo
mencionados.

Estudio morfolégico:

Para el estudio macro y micromorfoldgico
los aislamientos se sembraron en los medios Sbg
y agar-papa-zanahoria (A.P.Z.) incubdndose a 27° C
durante 20 dfas.

Estudio de las caracterfsticas bioldgicas:

La termotolerancia: de los aislamientos fue deter-
minada en tubos de ensayo conteniendo Sbg e infu-
sidén cerebro corazén glucosa (1% ) agar. Cada grupo
de tubos fueron mantenidos en cdmara hiimeda
2 379 Cy 40° C durante 4 semanas.

La descomposicion del almidén: fue probada en
el medio compuesto de 0,2% de almidén soluble,
lwde peptona y 0,6« de glucosa. Etanol yodado
al 50% fue usado como indicador después de las
4 semanas de incubacién a 27° C.

La actividad proteolitica: fue ensayada en el medio
conteniendo infusién cerebro-corazén (25 grs.),
gelatina (120 grs.), agua destilada (1000 cm3) y su
ph = 7,2 < 7.4 incubandose a 27° C durante 4 sema-
nas para comprobar la licuacién o no de la gelatina.

La accién de la luz ultravioleta: se realizé en los
medios de Sbg y AP.Z. colocdndose las distintas
cepas a una distancia de 20 cm. durante periodos
de tiempo de 1, 5, 10, 30, 90 minutos y 4 horas
para observar si estas cepas se mantenian o
no viables.
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Estudio de patogenicidad:

Se utilizé la técnica empleada por Gonzdlez
Ochoa y col. (5) que consiste en inocular una sus-
pensién del hongo F. pedrosoi en la almohadilla
plantar de ratones logrindose la transformacién
morfogenética similar a la que se encuentra en las
lesiones humanas.

Se emplearon 20 ratones Rockland blancos
macho de 18-20 grs. de peso.

Para la preparacién del inoculo se tomaron
colonias de las cepas en estudio, con un desarrollo
de 10 a 15 dias en Sbg e incubadas a 289 C, reali-
zdndose una suspensién por arrastre del desarrollo
en superficie con solucién fisioldgica lo mas homo-
génea posible conteniendo 10 mg. del hongo por
0,1 ¢cm3 de solucion.

Se inocularon los 20 ratones en la almohadilla
plantar con 0,1 ¢m3 del indculo sacrificindose a
los 15 dias aquellos ratones que hayan presentado
en sus patas una inflamacién considerable reinocu-
lando los sobrantes. La experiencia se realizé durante
un periodo de 45 dias.

Las patas inoculadas fueron fijadas en formol
al 10« descalcificindose con dcido tricloroacético
e incluyéndose en parafina para los estudios histo-
patolégicos. Las coloraciones realizadas fueron:
Gomorri-Grocott  (G.G.), PAS y Hematoxilina-
eosina (H.E.).

RESULTADOS

De las 9 muestras procesadas, 5 de ellas desarro-
llaron hongos dematiiceos y ninguna fue semejante
a la cepa patdgena tanto micromorfoldgica como
bioldgicamente.

Morfologia.
a)  Caracteristicas mamséépiws:

Las caracteristicas macromorfolégicas de las
colonias que se describen en el Cuadro 1 se obtuvie-
ron en ¢l medio de Shg a 280 C durante 20 dias
de incubacién.

b)  Caracteristicas micromorfolégicas:

Cepa N© 2: micelio pigmentado delgado, septa-
do con conidiéforos bien diferenciados denticulados
nudosos en sus extremos. Los conidios estdn ubica-
dos en el dpice y en los lados de la célula conidid-
gena y unidos por un corto denticulo. Son ovoides
a cilindricos de 1,52 u de ancho por 3-5 u
de largo, hialinos a subhialinos unicelurales.
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CUADRO N© |
NO de cepa Aspecto de las colonias en Agar Sabouraud glucosado (anverso y reverso)
2 Aterciopelada, centro elevado, con radiaciones, bordes regulares color verde oliviceo.
Reverso: color verde oliviceo.
4 Aterciopelada, centro elevado, algunas estriaciones, bordes regulares color verde olivaceo,
Reverso: color verde olivaceo claro.
6 Cremosa de color negro y brillante , aspecto de colonia levaduriforme.
Reverso: color negro.
8 Cremosa de color negro y brillante, aspecto de colonia levaduriforme.
Reverso: color negro.
9 Cerebriforme con bordes irregulares color verde oscuro,
Reverso: color verde oscuro,
Fonsecaea  Aterciopelada, centro elevado, bordes regulares, color verde oliva.
pedrosoi Reverso: color verde oliva.

Cepa N© 4: micelio pigmentado delgado,
septado. Conidios oscuros que se originan de coni-
dioforos cortos naciendo del extremo y permane-
ciendo agrupados a su alrededor. Son de forma
eliptica unicelulares de 15-25 u de ancho por
345 ude largo.

Cepa NO 6 y 8: Se observa hifas pigmentadas
de aspecto toruloide y células levaduriformes en
brotacién. Coniditforos indiferenciados que dan
origen lateralmente o apicalmente a células conidio-
genas en forma de fidlide sin collarete visible. Coni-
dios café péilidos unicelulares reunidos en racimos
sobre la célula conidibgena subglobosos a ovoides
de34x4-6

Células levaduriformes libres de 3-5 x 4-7 u

Cepa N© 9: micelio pigmentado septado con
clamidosporas intercalares y con coniditforos erectos
que dan origen a cadenas ramificadas acropétalas de
blastoconidios lisos a levemente rugosos, de 1,5 -3 u
de ancho por 2 - 7,5 u (Figura 3).

Caracteristicas biologicas:

a) Termotolerancia: solamente la cepa NC 8

se desarrolls a 370 C no haciéndolo a 409 C. Las
cepas NO 2, 4, 6 y 9 no se desarrollaron en este
rango de temperatura mientras que la de F. pedrosoi
fue termotolerante entre 37 y 400 C.

b) Descomposicion del almidon: unicamente la
cepa NO 9 hidrolizo el almidon, no haciéndolo las
restantes incluyendo F. pedrosoi,

c) Actividad proteolitica: F. pedrosoi no licud
la gelatina mientras que si lo hicieron las cepas en
estudio.

d)  Actividad de la luz ultravioleta: durante los
periodos de tiempo empleados, todas las cepas
junto a2 F. pedrosoi mantuvieron sus viabilidades.

Patogenicidad:

Los resultados microscopicos obtenidos con
las coloraciones de G.G., PAS y H.E. fueron los
siguientes:

Cepa N© 2: Con PAS: no hay proceso inflama-
torio.

Con G.G.: no hay proceso inflamatorio y se
observan escasas cadenas de conidios.
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Cepa No 4: con PAS: existe un proceso infla-
matorio leve.

Con G.G.: no se observan elementos fingicos.

Cepa NO 6: a los 15 dias de la inoculacion;

con PAS: intenso proceso inflamatorio croni-
co de disposicion granulomatosa en dermis superfi-
cial y profunda,

con G.G.: se observan abundantes elementos
levaduriformes brotantes pigmentados.

A los 15 dias de la segunda inoculacion, con
PAS: el estudio histologico permite observar a nivel
de la dermis media, profunda y tejido subcutineo un
proceso inflamatorio cronico de jerarquia. Este se
halla constituido por células inflamatorias mono-
nucleadas e histiocitos. Ademds hay algunos PMN.
Las células inflamatorias se agrupan formando gra-
nulomas. Cabe destacar que el infiltrado inflamatorio
compromete ademas al tejido muscular y en un foco
se reconoce un filete nervioso con células inflama-
torias.

Con G.G.: s¢ observa gran cantidad de elemen-
tos pigmentados levaduriformes. Ellos se ubican
preferentemente entre las células inflamatorias que
componen a los granulomas (Figura 5)

A los 30 dias de la segunda inoculacién: con
PAS: no se observa proceso inflamatorio,

con G.G.: no se observa reaccion inflamatoria
ni elementos fiingicos,

Cepa NO 8: con PAS: aislados elementos infla.
matorios cronicos.

con G.G.: muy pocos eclementos levadurifor-
mes pigmentados,

Cepa N© 9: con PAS: no se reconoce proceso
inflamatorio.

Con G.G.: se observa regular cantidad de célu-
las pigmentadas en grupos y en cadenas sin haber
proceso inflamatorio.

Cepa de F. pedrosoi: a los 15 dias de la inocu-
lacion; con H.E.: hubo ulceracién de la epidermis
con una costra fibrohematica a ese nivel, Por
debajo de esta lesion y ocupando toda la dermis,
se encontrd un intenso infiltrado - inflamatorio de
aspecto granulomatoso.

con G.G.: se observaron filamentos pigmen-
tados y células esclerotiales en distintos estadios
de formacion.

A los 30 dias de inoculacion, con H.E.: en
toda la extension de la dermis superficial existio
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un infiltrado inflamatorio granulomatoso.

con G.G.: se observaron filamentos pigmenta-
dos correspondientes a la reinoculacion de F. pedro-
soi y células esclerotiales pertenecientes a la primera
inoculacion.

A los 45 dias de inoculacidn, con H.E.: habia
un infiltrado inflamatorio muy intenso fundamen-
talmente agudo con ireas de necrosis.

con G.G.: se observaron filamentos pigmen-
tados y células esclerotiales en distintos estadios
de formacion

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Gonzilez Ochoa y col. (5) emplearon cepas
de F.pedrosoide no mas de 3 afios de conservacion
obteniendo la transformacion al cabo de un afio.

En un trabajo anterior nuestro (8) y utilizando
esta misma técnica inoculamos ratones con una cepa
de F. pedrosoi de 7 afios de conservacion, logrindose
al cabo de 15 dias los mismos resultados que los
autores anteriormente citados.

En cuanto a su patogenicidad solamente la
cepa N© 6, que probablemente corresponda al género
Wangiella, mostr6 en las patas de los ratones inocu-
lados un proceso inflamatorio, en menor grado que
F. pedrosoi, manteniendo su fase levaduriforme.
Debiendo destacar que la lesién en el animal no
tomd caracteristicas de cronicidad como la cepa
testigo puesto que a los 45 dias ésta se reabsorbio.

En cuanto a las transformaciones morfol6’
gicas se observd que no hay modificaciones“in vivo”
e “in vitro™ como lo hace F. pedrosoi.

Desde el punto de vista de las inoculaciones
y de las pruebas biologicas no llegamos a conclu-
siones definitorias como para poder clasificarias
taxonbmicamente,

De acuerdo a lo realizado hasta el presente
se puede inferir con cierta aproximacion que las
cepas NO & y B coincidirian con algunas de sus
caracteristicas con el género Wangiella mientras
que la cepa NoO 2 tiene una reproduccion tipo
Rhinocladiella y 1a No 9 tipo Cladosporium.
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Figura N© 1: Colonias de las cepas aisladas NO°2 4y9
en Shg a los 15 dias de desarrollo a 280 C.

Figura NO  2: Micromorfologia de la cepa NO 2
con reproduccion tipo Rhinocladiella x 450.

Figura N© 3: Micromorfologia correspondiente a la
cepa NO 9 con clamidoconidios y reproduccién
tipo Cladosporium x 450.

N© 4: Micromorfologia correspondiente a
las cepas N 6 y 8 mdstrando elementos levadu-
riformes y filamentosos x 450.

igura N© 5: Elementos levaduriformes dematidceos
ubicados entre las células inflamatorias que componen
los granulomas x 450.
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