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RESUMEN

Se sometié a la accién de dcido clorhidrico y
dcido citrico a pH = 1,5 una cepa de Fonsecaea
pedrosoi (CMUR 263/74) y una de Wangiella der-
matitidis (CMUR 104/81) productoras de Cromo-
blastomicosis y Faeohifomicosis, respectivamente,
con el objeto de producir cambios en su morfologia.

A través de sucesivos pasajes por dcido,
siembra en medio de Sabouraud Glucosa y Agar
Sangre, se logré producir cepas despigmentadas
sometiéndolas posteriormente a diversas pruebas. Se
estudié la patogenicidad en la almohadilla plantar
de ratones donde la cepa de F. pedrosoi testigo
produjo  células  esclerotiales en cambio su
correspondiente albina no mostré capacidad para
producirlas.

Las cepas de W.dermatitidis testigo y albina,
solamente produjeron elementos levaduriformes.

De acuerdo a los resultados obtenidos, estos
hongos al despigmentarse por accién de un pH muy
bajo (pH=15), cambian sus caracteristicas
morfologicas y su accion patdgena, diferencidndose
de su estado original.

INTRODUCCION.

Wangiella dermatitidis (Kano) Mc Ginnis (6)
es un hongo patégeno dematidceo polimérfico que

SUMMARY

[Morphogenesis in Dematiaceous fungi IV: Influence of
acid media over the morphology of Fonsecaea pedrosoi
and Wangiella dermatitidis.]

Fonsecaea pedrosoi (strain CMUR 263/74) and
Wangiella dermatitidis (strain CMUR 104/81),
which produce Phaeohyphomycosis and Chromo-
blastomycosis  respectively, were subjected to
chiorhydric and citric acid treatment (pH = 1,5) in
order to produce changes in their morphology.

Non-pigmented mutant strains were obtained
after succesive acids treatments and growth in
Sabouraud Glucose and Blood Agar.

The pathogenicity on the footpads of mice of the
wild-type strains and their non-pigmented mu-tants
was studied, and it was observed that F. pedro-sol
produced sclerotic, cells, while its corresponding non-
Pigmented mutant did not show any effect on the
Jootpads at mice. W. dermatitidis and its corres-
ponding non-pigmented strain only produced yeast-
like cells on the described test.

According to these resuits, the non-pigmented
mutants obtained after acid treatment changed their
morphological  characteristics and  pathogenic
actions.

causa Facohifomicosis cutinea y diseminada. En
los tejidos del hospedador desarrolla elementos mi-
celiales pigmentados que consisten en cortas cade-
nas de cinco células de pared gruesa pero nunca en
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forma de células esclerotiales.

Fonsecaea pedrosoi (Brumpt) Negroni es un
hongo patégeno dematidceo polimérfico que causa
Cromoblastomicosis (7), desarrolla en los tejidos
del hospedador células de pared gruesa, pigmenta-
das, conocidas como células esclerotiales o cuerpos
fumagoides que se dividen por septacién y no por
brotacién.

Wangiella dermatitidis se expresa mediante
diversos fenotipos vegetativos, los cuales corres-
ponden a una forma micelial y levaduriforme (4)
(8). Sin embargo, la forma hifal es finica y algunas
veces es su caracteristica principal en los tejidos
infectados. El mecanismo que regula la transicién
de la forma levaduriforme ha sido poco estudiado
debido a la incapacidad general para inducir la
morfologia hifal in vitro (1) (5). Esta dificultad fue
parcialmente resuelta al observar que bajo condi-
ciones de cultivo dcido se induce la transicion de la
forma levadura a la hifal (13).

Oumaima Ibrahim y col. (9) usando la mismas
condiciones que para W. dermatitidis, y cultivando
en medios muy 4cidos, lograron inducir in vitro
células levaduriformes en una cepa de F. pedrosoi,
la cual subcultivada a pH = 55 revirti6 a la
morfologia hifal.

El pH extracelular no tiene una influencia
esencial sobre el pH citoplasmético, por lo tanto,
los efectos pueden ser indirectos, ya sea sobre la
superficie celular o sobre los componentes extra-
celulares, probablemente actia sobre los constitu-
yentes del medio o sobre los componentes metabo-
licamente activos de la pared celular y de otras
membranas superficiales (3).

El objetivo de este trabajo fue obtener cepas
mutantes albinas de F, pedrosoi y W. dermatitidis
bajo la accién de los 4cidos citricos y clorhidrico a
pH muy bajos (pH = 1,5) y comprobar si la pérdi-
da de la pigmentacion alteraba de alguna manera el
comportamiento normal de estos hongos en cuanto
a su patogenicidad.

MATERIALES Y METODOS.

1.  Cepas objeto de este estudio (CMUR: Colec-
ci6n de Micologia Universidad de Rosario)

Se emplearon una cepa de F. pedrosoi
(CMWR 243/74) ¥ una de W. dermatitidis
(CMUR 104/81) que fueron mantenidas en Agar
Sabouraud Glucosa (ASG) y Agar Papa Dextrosa
(APD)a27@C.

2.  Obtencién de cepas albinas por accién de los

Acidos citrico y clorhidrico sobre F. pedrosoi y W.
dermatitidis.
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Se colocaron 10° 1cvaduras/cm3 dcsw. der-
matitidis y 10 mg. de F. pedrosoi cn 2 cm” de HCI
(3,16 x 10-* mol/1) y 4cido citrico (3,16 x 10-*
mol/1) ambos a pH = 1,5y se incubaron a tempe-
ratura ambiente durante 24 y 48 horas, sembrén-
dose posteriormente en ASG y Agar Sangre (AS) a
282 C. Este tratamiento se efectud tantas veces
como fue necesario hasta obtener la despig-
mentacién de dichas cepas.

3. Estudio de la patogenicidad.

Se emplearon 32 ratones Rockland blancos
machos de 18-20 g. de peso.

Las cepas estudiadas fueron: W. dermatitidis
como agente productor de Faeohifomicosis y su
correspondiente albina y como productor de Cro-
moblastomicosis se emple6 una cepa de F. pedro-
soi y su correspondiente albina.

Para la preparacién del inbculo se tomaron
colonias de las cepas en estudio con un desarrollo
de 7 a 15 dias en ASG a 289 C, realizindose una
suspension homogénea en solucién fisioldgica, con-
teniendo para F. pedrosoi y su albina 10 mg. del
hongo por 0,1 (:m63 de solucidn y para W. dermatiti-
dis y su albina 10" levaduras/cm®. Se inocularon los
ratones en la almohadilla plantar con 0,1 cm’,
sacrificindose a los 15 dias aquéllos que hubieran
presentado una inflamacién considerable en el
punto de inoculacién. La experiencia se realizd
durante un perfodo de 45 dias.

Las patas fueron fijadas en formol al 10%,
descalcificindose con 4cido tricloroacético e
incluyéndose en parafina para los estudios histo-
patol6gicos. Las coloraciones realizadas fueron:
Gomori-Grocott (G. G.), Hematoxilina eosina
(HE) y 4cido peryédico de Schiff (PAS).

RESULTADOS.

Cupando las cepas de F. pedrosei y W, derma-
titidis fueron mantenidas 24 horas en 4cido citrico
y posteriormente sembradas en AS se obtuvieron
sus mutantes albinas en el primer pasaje. Cuando
fueron sometidas a la accion del dcido clorhidrico
por 24 horas y posteriormente sembradas en AS, F.
pedrosoi se transformé en su mutante albina en el
tercer pasaje mientras que W. dermatitidis requi-
ri6 cuatro pasajes.

La siembra en AS luego del pasaje en medio
icido, fue requisito indispensable para la pro-
duccién de cepas albinas.

Cuando F. pedrosoi y W. dermatitidis fueron
mantenidas 48 horas en A4cido citrico y poste-
riormente sembradas en AS se lograron ambas
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mutantes albinas en el primer intento mientras que
con 4cido clorhidrico se requirieron 2 y 3 pasajes
para ambas cepas.

En el cuadro 1 se analizan las caracterfsticas
macromorfolbgicas de las cepas albinas estudiadas
(Foto 1- 2).

Respecto a su micromorfologia la mutante
albina de F. pedrosoi present6 un micelio tabicado
delgado hialino con numerosos conidios pequeiios
de 2 x1,5 um, ovoides que nacen en el extremo de
la hifa. (Foto N@3).

La mutante albina de W. dermatitidis se ca-
racteriz6 por presentar un micelio delgado, tabi-
cado, hialino, con uno o varios locus conidiégenos
en los extremos de las hifas con conidios pequeiios,
alargados de 7,5 x 3,5 um coexistiendo con formas
levad;xrifarmcs redondeadas de 3,8 x 3,5 um. (Foto
Nt 4,

En el anilisis de trabajos anteriores Ramos y
col. (1981-1983), estudia la patogenicidad de
cepas de F. pedrosoi y W. dermatitidis en ratones
inoculados en la almohadilla plantar. Siguiendo con
la misma metodologia se analiz6 lo que ocurria his-
tolégicamente con las cepas albinas de los hongos
citados anteriormente.

Se observd en dos cortes coloreados con H.E,,
F. pedrosoi produjo a los 15 dias de inoculacion, un
proceso inflamatorio intenso, granulomatoso cons-
tituido l_p(n- mononucleares, histiocitos, linfocitos y
neutréfilos aislados. La tincion con G.G. revelaron
abundantes elementos levaduriformes. Los cortes
realizados a los 30 dias de inoculacién y coloreados
con H.E. presentaron e} mismo proceso anterior,
pero a la tinciébn de G. G, regular cantidad de
células levaduriformes.

Los cortes realizados a los 45 dias y coloreados
con H.E. presentaron un proceso inflamatorio leve
con mononucleares ¢ histiocitos y los con G.G, una
disminucién en el nfimero de células levaduri-
formes.

En las mismas condiciones de experimentacion
la cepa de W. dermatitidis albina, a los 15 dias de
inoculaci6n en preparados con H.E. se observ6 un
leve proceso inflamatorio con mononucleares ¢
histocitos y con G.G., abundantes elementos leva-
duriformes. A los 30 dias de inoculacién y con H.E,
mostraron un moderado proceso inflamatorio con
mononucleares ¢ histocitos y con G.G. una regular
cantidad de elementos levaduriformes. A los 45
dias ya sea con H.E. como con G.G. se obtuvo el
mismo resultado que a los 30 dias.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La ultraestructura en la pared del conidio en los
Deuteromycetes esta formado por tres capas
esenciales: una capa externa (A), una media fun-
damental en todos los conidios (B) y una interna
que existe solamente en algunos (C). En los hongos
dematidceos la Capa B estd diferenciada en dos
zonas por la melanizacién: una zona permanece
hialina (B 1) y la otra (B 2) se torna pigmentada
(2). Es posible destruir la zona B 2 por accion de
una solucién de KMnO, seguida por tratamiento
con 4cido organico, mientras que la zona B 1
permanece inalterada.(12).

Cuadro N2 1

Descripcién macromorfolégica de las cepas de F. pedrosoi y W. dermatitidis albinas en los medios de ASG
yAPD alos 272 C.

Cepas Aspecto de las colonias en Aspecto de las colonias en APD
ASG (anverso y reverso) (anverso y reverso)
F.pedrosoi  Afelpada, acuminada, bordes radiados, Aterciopelada, centro ligeramente
albina coldr blanco cremoso. Didmetro acuminado, color blanco. Didmetro
de la colonia a los 15 dias: de la colonia a los 15 dfas: 1,9 cm.
2,8 cm. Reverso: color beige. Reverso: ligeramente pardo.
W.dermati-  Afelpada, poco acuminada, bordes Aterciopelada, blanca, muy poco
tidis albina  radiados, color beige. Didmetro de acuminada. Didmetro

la colonia a los 15 dias: 2,3 cm.
Reverso: color beige.

de la colonia a los 15 dias: 2,4 cm.
Reverso: ligeramente pardo.
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En nuestro caso, es probable que después del
tratamiento con los acidos citrico y clorhidrico, se
obtuvieron mutantes albinas debido a una interfe-
rencia producida en el mecanismo enzimatico de la
formaci6n de la melanina a nivel de la Capa B de la
pared celular (B 2).

De acuerdo a los resultados logrados, la ob-
tencidn de estas mutantes albinas se veria reforza-
da por algiin componente presente en la sangre que
se agrega al medio de cultivo, las cuales nunca re-
virtieron a las formas originales en los subcultivos.

W. dermatitidis bajo la accién de los 4Acidos
presentd cambios en el aspecto macroscopico de la
colonia, pasando de levaduriforme a blanca afel-
pada; microscOpicamente mostrd un predominio de
la forma micelial. En cambio F. pedrosoi desa-
rrollé una colonia blanca afelpada con una mezcla

de micelio, conidio y formas levaduriformes.

Los resultados obtenidos ¢n la inoculacién de F.
pedrosoi albina en ratones, produjo un proceso
inflamatorio intenso, que en el transcurso del
tiempo fue disminuyendo, demostrando asi que las
modificaciones morfolégicas y la pérdida de su
pigmento contribuyeron a la ausencia de células
esclerotiales caracteristicas del estado dimérfico de
F. pedrosoi. Cuando se inoculé W. dermatitidis
albina en las mismas condiciones de experimen-
tacién se obtuvo un leve proceso inflamatorio con
elementos levaduriformes morfolégicamente simi-
lares a la cepa pigmentada de W. dermatitidis.

Segtin los resultados obtenidos, estos hongos al
despigmentarse por accion de un pH muy 4acido,
cambian sus caracteristicas morfolégicas y su
accion patégena.
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Foto 1: Colonias de F. pedrosoi (izq.) y W. dermatitidis (derecha) albinas en el medio de ASG a 272 C.
Foto 3: Micromorfologia de F. pedrosoi albina mostrando elementos levaduriformes y micelio en
ASGx450.

Foto 2: Colonias de F. pedrosoi (izq.) y W. dermatitidis (derecha) albinas en el medio de APD a 27° C.
Foto 4: Micromorfologia de W. dermatitidis albina en ASG mostrando elementos levaduriformes y
conidios alargados x 450.
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