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I.RESUHEN.

icrosporum canis es unr hongo queratinolitica, zoofilico.,

causante de tifas en animales y humanas; cuyo estadio perfecto seo

e. Sabouraud en 1910

conoce con «l nombre de Manninzia _at

describié la prasencia de cepas anormales de M, canis y a partir

de -esa -fecha' han side cada vez mas frecuentes los reportes de
wstas cepas, al —grado quo en 1981 se reporta que nstas
representan la tercera parte del total de los aislamientos de M.
-.EEELi en un estudlio epidemiclégico hecho en Gran Bretafia de 1966
a 19772, EX objetivo de este trabain tue realizar un estudioc de
HMicorgporum canis dysgénico para intentar su correcta
clasificacian dentrc del genero Hicrosporum ,como una posible
variante da H-_ canis .Para ello se remiizd un analisis
macroscdplico ¥y microscédpico de M. canis y M. _canis dysgénico
durante su desarrcilo y a través de varias resiembras en medio
SDA  y medic de arroz. BSBe estudid asu comportamiento macro y
microscdpico en diferentes condiciones nutricionales. Se
analizaron ambas cepas por Microscopia electrénica de barrids vy
transmisidn. Finalmente se astudid el comportamiento de la cepa
de Y. ganis & la que se le aqgregéy Adurante su dezarsrolle en
tultivo liquido, particulas virales -;sladas y purificadas de 1la
‘cepa de M. ganis dysgénico. Se sncontré que M. canis_dysgénico es
guy inestable -n cultive y da origen a wuna Cepa on
caracteristicas intermedia® entre estas dos cepas, dunominada
,c-bi atipica de M. _canis. E1 anAlisis de  as cepas bajo
dif;r'nﬁnt condiciones nutricionales indicéd gque no  fue éste uﬁ

‘tactor que influyera b determinara lias alteraclones vistas en M.



¥ ce#pa  atipice de N, canisy los reguerimientos

cants dvsadni

nutricionAles de ias F cepas son diferentes, encontrando que el

desarrollo de M., _caniy _dysqointiceo depunde principalmente de

fuentes protéicas, mientras que la cepa tiptlca v atipica <de M.
cAnis de carbohidratows, Y que la difersntes swunasibilidad a
distintas sustancias v uwonceniraciones de las miseas adeoemas de
las variaciones en la produccion de pigments ercretado al medio
indican diferencias significativas en su bioguimica.

‘ Be encontraron particulas virales en #1 sobrenadante del
medio de cultive v paracitanidp las copas de Me gavin dysudnisy v
capa atipice de M., canls. La cepa de U, canix fue negativa a la
presencia de particulas viralas. La transfersncia de sstas
‘particulas viraleés a cultives de M, _canis en desarrollo  die
origen a cepas con caracteristicas pruplas de cepa atipica de M,
canis demostrando, yue watow wvirus son la causa de las

a (y zepa mtipica de P,

alteraciunes vistas en M. ca dy
ganig, originada por su jnestabillidad en cultive), permitiendo
claviticar a #sta como cepae ~variante de ff, Ganis y no como una

cepa ds diferente ewnpscire.




LILLINTA BE ABREVIATURAS.
“OPAL~0lucnsa~Peptana-Agar .
“HEB-Micrascopin Electeanico de Harngdo.
THET vHicvoncupio Electedntics du transmisddn,
MO ~Ricrossapio Opticn.,
“BDA ~Habouraud-Dertroma~-Agar,

LB, ~Rabouraud-Dextrosa«Caldi,

~BOL ~GHabouraud-Desctposa-Ligutdo .
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- T INTRODUICT I ON,

OENERALIDADES, |

niuuulugnumwugnln»uu un hangy gue puede -t-c;qv low tthﬂyn
qdnva\in‘zaﬂnl. o pilel,  cabetin y uBa, Es un hoosge b
dimsrfisn, wl cual uwe presenta  en lak lasianes cutaneas

vatactnﬂut! camy hifas ippltadas vy avtirasparas. Bin wkbavgil, =0
ciltivoy apprecen vsteuctuvas alifevenciadas  gue resultan atiles
para sw rlasificacian,

e prewainta Comn 1a CABER Man oM de BERAE an gatos v
nULEPns en 2l adnde, stende primirdialnents an patogena animal,
U i gque  wuta uanbvu‘ dul Qrupe de ag Plamadow hanygus
“Iaatilicas" (2), Aunque ldn animales von lazr hespuise naturales
PATA  BsLe  grupn  de nongns, law inftecciones animalew [ 111
travmittdas frecusntansnte a  humanns, prln:lpalqutn a wnifiue,
PFrosenta una disbteibacion gengrafica sundial. Be ha nnnnntfaﬂn Nt
wetadia perfecta, al gque as 1o conace can 81 nuelire de Nanninzzia
ntaw <8, V2, 26},

Presenta caracteristicas macyo v wicroecoplcas tipilcas da aw

) sSpeCin, cuandn  es  seshrado  en saedios Babouraud-Dentpasa~Agar

Al wn vl gue kienae PREIRNE s AbL i i an e B om b6 Hiwwy

ﬁhtqntnnﬂna- wn crecimtentn in-ﬁu«dn »n una  swmana. Desacralla o

naraq&.rlst]cau MmAGRNECAPIcAas  talew  Camn Goionias mas o eenos
plapnas) par et frante ex de coler blance, crema, fanvla o mavrdng
ﬁ por vl reversn desds  un crlov amarille intansn hasta an ealar
Naraniay L 1] supevricse pude L1 de apartencia n,llnnnl“mla{
lapusa, atercinpalada o de ante, con harde radiadn (24 8, 16, 21,

47), En Papa-Dantvasa-Agary, @1 pigranta ss amarillo inkepse vy
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dn.Anrnl\«.vaniqumun&a Wivelin seren (4P,

7 Mivensetpicamenta  proeenta m!rvﬂcuﬁlntan PuT Aud® quUe varian
de clavitormes a pivitarmes, @liden e S ESNH N .7 pmy law
cmagrogantidias prererntan farsa de MU0 CE pacesd guuena v punta
tina con wapiculas  (ovhamentadand, can T8 celulas o wp'wa.
miden IB-20060-L25% jim vy 4 i dw  pupeRor e sa pRced we ohseyva
Wid MGy e prudiecion e astas s uands 6} hungn  eva swmbrado [
wmuding  de  arvcaz beevido (3103 tambign we ubuervan bifas en Parma
de ragqueia, pacbinadas, con noduelaciones ¥ clanidicsperas (a1, {6,
.

Cupav anormales de M, CaANASG fusvan desciritas deyde 1910 v &
partie do  wxta techa subsecuentaes veparies dwscribon LR
alnlawiento  cada Vo2 maw Fewcuwnte sde wntas cepas (17, 18, 19,
Jd, 423, Bagan  Epglish (18>, Halker (52) ebrervd que algunas
cepis anaymales varian solamente v 1a pligmentacidn normal de Mo
GAnin, #n altres casas wo repovta gue ne presentan plgmentacian
(42, a72y o que como segin English (18), Walker (62) pepurta que
atras pressntan un creclindiente muy  lento v an pericdn de Vide
. enpto, F\nalmqutn atras ademdn de algunas e la; Cavaclerivtican
anteriares,’ no  peroaducen micelis aéven (17, 19, 42) o produgen
aacrocanidiae deformes & hifas roflesivas peovenientes do cepds

que tueron inestables tantso vn Jox alslasiuntos primaviaos comn an
law aubheuldtvas (417, 18), Entas ceupas en algunas arAf 10086 e lda
dutinido copn o) noshere de M, cands. . dysddnica,  uy términag gue
segan  English €19) fgl AatufRads por Adnuwarth (1) y que significa
ceultive de lents  crecimisntas (17, 19y on: ntras ssgdn English

(18), Taylop (6GA) y Cartep (10) entre atros, la describen con  #)



e
nambre ‘do cepa atipica de m**ﬁgﬁL; y finalmente como cepa lampifa
de M. _ganiy (423  oiln embargo aun cuando la descripcian de su
marftologia no o6 vHuctaments igual v cada una  tiene
C;\P_a!:l.nv(nt(cnﬁ particulares uue las ditersnclan y clasirican con
ditersnty nombre, si presantan caractoristicas que sugieren se
trata del misau hongoy comy por wlemplo, la biturcacion reflaxiva
de la htta entre atras caracteriaticas (17, 183, 34, 42). Se han
cla-ificadur dentro  del genervro Migrospprum debido a  quu xus
caracteristicas macro y milcroscdpicas corresponden a este género,
presentando mayor similitud con P, ganls-

En 1977 on Philadelfia, Kyung Joo Kwan—Chung vy Cols (3d)
repurtan el aralamivnto  du Il Cwpms yuwr presentaron cultivos
searjanten a los e {1s. Ganis pero cuyas caracteristicas
coloniales ¥y morfoldgitas ditieren de¢ las encontradas comunmente
1% vstas CEPa% . (] primocultivo del hongo an medio
GDA+cloromycetina ¥ ciclohexamida dieron colonias planas
profundamente sumeargidas an 8l medio y sin mic-qu adren deapuds
do uﬁa semana, a ' la siguiunte semans se obsarvaron de color ambar
cuh un mechan grisaseo enh vl centro. Algunas cepas dus-rrnllaFﬁn
un | pequela vantidad du miculio adrea pero  la -wmayaria
persanscievon lampiXas y werosas. Después de I semanas law
golonias ss tornaron a un color marrdn al igual que &1 reverse da
éstany Yy las dow memanas siguientes los :u!tlvos %0 acumularon .y
Formaron pliegues radiales profundos, diferuntes a los cultivos
de la cepa control de 1, canis, ademds de prna.ntar_ un
crecimiento mucho mas lento que la Cepa controal.

Microscdpicanente sncontravon hifas reflexivas parecidas a las. de



. macroconidias distorsionadas que no

—F
Irichophyton spudanense. Desputs de unas semanas de crecimiento

sn SDA.se pressntaron muchas macroconidias en forma de  huwo 'y

pir.h grussa parecidas a las de M. Anis Pero mas GOrtas, algunas

prlsintabnﬁ formas cGcrecientecs, Mas angostas y CoOn pocos stptos.

La cantidad de macroconidias era menoer que en los aislamientos de

M. _canis en los wmismus medios. En otros medios como @l de

Lowenstein, thbrushgh!m. aentre otros. Tambdién enconiraron

notables diferencias en la morfologia colonial sntre M. canis vy

M. _canis_dysgdnice. Estudios detallados de una de estas Cepas

denominada 901, gue 3@ resembrd por dilucién con la finalidad de

ssparar las hifas reflexivas de las otras con caracteriicticas

parecidas a la cepa normal de M. Canis, eNCONErAron que A Pesar

que la cepa 901 mastrd un solo tipo de morfologia  colonial se

obtuvieron . dos cepas diferentes a la 901, una de las cuales

{F01C) mostré una morfologia colonial propia de n.‘ canis vy
Producia macreconidias « hitas iguales a la cepa control;. y 1la

otra (901 D> die origen a una colonia amarilla con abundante
micelio aermso y ®n cuyo andlisis microscépico mostré 13 presencia

de up micelio tipe coral, abundantes microconidias piriformes vy

corresponden a las formas

,cpﬁiuchgstic;g de n. digtortam ni a M. _capis si no a una forma

‘intermadia- entre est;s;'Al sembrar -901C 'y 901D\nuvvam§nt¢ Juntas

produjo una cepa 3in pigmento y no mostrd 1a presencia. de  hifas

reflexivas - confundiendo aun mas una posible explicacién de la

- relacion de estas dos cepas {(34).

'Poit-riurmgntc en. 1978 describen e} aislamiento de 4 :lpés

de M. _canis at{plcilven 1l noroeste de Londres cuyas principa]is



—

caracteristicas tueron) presentar: un color marrén que |ulﬁltuiak
el color amarillo comin, un wicelic con apariencis de pluma de
;vn‘prufundmmontn sumergido en e} media, macroconidias enanas o
distorsianadas que puedean cstar cubiertas de grandes ampollaw y
unvcrncimi-nto mas lento que la cepa normal (13). £n el mismo aflo
describiaron drtalladamente i1ue caracteristicas de & cwpac de P

anis d , igo, cuyas calonjas cansisten de fascicuslos de hifas
muy anchos con pequefios compartinentos y ramificacliones
estrechasi las bitfurcaciones latervales won cortas y algunas no be
ramifican. Be uvbservan hifas reflexivas ademds de I tipos de
micelias el dysgdnico, aparentemsnte narmal v una forma

intarmadia entre los 2, distinguiendose cambios de¢ uno a otro de

mansra weiclica, an donde 1a transicion de dysgénico a
aparvntemente nornal es de manera brusca alantras . que la
direccian contraria es de owodo gradual. Las ‘cepas fueron

extremadamente inestablex tanto en los primocultivos como en los
subcultivas. Las colonias fueron de color marrdn con  textura
aturciovpelada Yy se obtuvieran de 2 tipos, planas y de apariencia
de pluma de ave sin presentar micelio aéreo y can un crecimiento
mas {uﬁtu que la cepa control de H, canis. Se hicieron dtlﬂ:innns
:nﬂrlclutlﬂg Qilina derlQ hlfQ énl hongu do diferentes p;rt-s de
‘la, colonia y se resambraron en - Glucosa~Peptona—Agar (OPA)
obtentendns cultivos nusvamente dJdywsgdnicoc ;n T algunos casas, en
otros cepas atipicas de M. ganis y en otros cepas normules de M.
tantis (17). En 1979 efwctuaron la fnf-ccldn experimental de cuyes
‘con  cepas - tipicas y at{picas de M. canis y M, geniy dvagdnigo.

Como la  ssporulacisn 'y viabilidad varia ontre las cepas, wl



.

'iihééulb cnnligtia de una suspencidn de fragmentos  del hongoe  en
uoa canrtidad viable conocida. Cuando ‘uwe  uso una cantidad de
indculo adecuada, s¢ obtuvieraun lesiones Yy peloa fluorecentes

bajo la lampura de Hood, en todow lns caskos excepto en  uno.  haw

lwsiones obtenidas en los cuyes fuesron tguales tantoe en la cepa
tipica y atipica de ¥, canis como e#n la de M, capis dysginice. En
cada caso las cepas inoculadas fueron reaisladas de las lesiondw
an culbivow pures mostrandeo caracter{sbticas de la Cepa oeiginal
{19).

Finalpente en 19U su describe la morfoelogia macre vy
micrroscoplica de My _canis dysganicet comua colanias lampifias qu;
alcanzan rapidamente un didametro de 30-3% mm en 10 dias a 26-20
*C , que vy ligecamente menor que M. _canis. La  Sextura  aunque
serasa, s blanda y la supsrticie de color ante, amarillo o gria.
La caracteristica de difundir pigmento amarille en el reverso de
ia‘ cultivos tipicos de H,capis puede presentarse 20 colonias
Jovenes, pura la mayoria de émtas wun na  pligmentadas, Un

-evecimiento tipo coral ce forma ean 1a periferia del cultivae, . que
i-t; pnfcnalman&n wuamerqlido wn el media. nlqunny\ de lows
.‘;lnﬁl;ﬁthl son inestablign, revirtiendo a  la forma tipica de la
swpacis, inmediatamente sn el cultivo primario 0 despuss . de
‘v-rloﬁr pases, pudiendo prnduc{r;t una forma intermedia an wste
.pfnculo. Dasicaments no hay macroconidias en 1a fase lampilia en
BDA, ‘p.rﬁ presunta comn caractaristica distintiva las
r;;sficnctnno- reflenivan del micelio, mientray que en mudia  dwe

arroz hervido produce mn;rn:nnldiaa tipicas do M, _ganig(azd.
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EPIDERIOLOGIA.

M.Canls «u la causa mas comin de tiwas.-n gakus Y perros en
el mundo. En ¢l Centro de Enfermedades Fianamisibles, durante Ia
inuprccidn de titaw en animales enconbraran que ¢} 7% de  tibas

‘ln gatos ¥y wl 66.5% de tiva caninae, la infeccion fue producida
por i, canjs. Este hongo wvs tambi®én el causante de tifla en
c;ballu, monos, disios y chinchillas. Aungue algunos animales
presentan leniones abvias, la dinfecclon a menudo @s minima o
agintomatica, por 1o que eus diricil de doetectar (2, 8, 28, 47).

Las inteccionee on humanos por M, ganig lbn comunes on el
drea rural y comunidades urbanas, en donhde 1o qgatos y pervos,

particulnrmnntu cachorros, son lus transmisores mas impurtantes
de psta infeccidn. Eubte tipo de tifas es mas frecuente en nifos,
debido & la falts de dridoes yrasas en el cusrn cabelludo (1d4).

Infecciones en humanos primariamente adquirtdas de portos ¥y

gatos pueden ser  t{ransmitidas por contacto a otro humana, sin
embargo endemias extens ivaw por transferencia humano a humane no
son comunes. Fueden ser observados grupns df infoiccluenes en.uana-
tamilia, en estrecho contacto, pere, es difdcil determinar !i
hubo' un dpicu  foco de  infeccidn 0 8d el cuntagio ocurric de

humano a humano.

: Muchos estudios de tifa capitis en niRos de Estados Unidos
indican que del 8 al 10% son debidos a 1. _Ganiss  sin  wmbargo,

aigunuo repartes indican una prwv«lcnciJ de S0 a 6B5% en nlgunil

Aroas. La prevalencia de infecciones por este hongo on humanos sn
la comunidad probablemente retleja la prevalencia de la

antevmedad on perros y gatos de la misma. Las lesiones en gatos



wl)-

comunments pasan drsﬂpwrc{hldan. debido @ que con gran frecuencia

las esporas de este dermatofito estan pressntes en 41 pelo Jde

ektos animales en  estade saprofrito. S¢ han observado gque los

gatos finos, oespocialments lom  de raza Persa, gson los. mas

afnctados ademds de s52r comdn que se shcugntren inrecfadqs en low

establecimientos de wventa. SBe  ha comprobadoe que entre losx

cqéhnrrnc, la contaminacion 1lega al 80X y en la busqueda de

cazos humanos we verificd que el 64% de los mismos se debla al

contugiao de gatos gque se oncontraban  en las casas de los

pacientes. En los perros las lesiones son mas evideantes (2, 4,

63) .
Qe ha observade que los hongos provenientes de animales son

muy agresivus, cuands sr instalan en el hombrej pers cuando las
P;léﬂ se van haclendo a través de diferentes personas 21 haongo
pierde agresividad y las lesiones que produse son insignificantes
o casi nulas; en #ectos casos se ha visto que la manor agresividad
se ve compensada por la mayor tenacidad y persistencia del hongo,

por lo gque na puede ser eliminado con facilidad y rrdquitre de un

era’ tratamiento (8, 28, 53).

_La dindmica de la incidencia de este dermatofito como la

causa de tiXas, airrededor del munda, fluctda grandemente como

pusde verse eh el siguiente estudio cronoldégico:s

Antes de 1960 fue el agente ofiulnqlcn principal. de tila
Eib{fil an  Cuba, Punrto Rico, Argentina, Chile, Uruguay,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Oran  Bretana, Islas del Cabo

Verds, Australia y Nueva Zelandag sin embarge en 1984 sp observd

que M, aydouini reemplazo a M. gan{i' como agente dominante . de
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‘7Eiﬁa cdpitis an E.U. (32). En una investigacidn mundial hecha de

—p R

1960 .a 1970 M. _ canis come agente. causal de tiRa cspitiv,

representd ol 26X en Africa, 5S7% on America Latina, 75X - en

Rﬁ;bralla y 3I3.6% en Europa {S2). En atra invo:thaﬁiﬂn mundial

publicada en 1978 reportan a M. canis Como =1 agante dominante on
Eiﬁn cApitis #n Chila, Bragil y Uruguay (352). D# 1988 a 1979 fue

la principal causa de tifa capitis =2n Kuwatt (52), de 1963 a 1972
de Australia (3) y de 1972 a 1977 de Italia, en donde adenis de
ser el ﬁr:ncipnl agente caugal de tifa capitis tambiadn lo fue de
tiRka corporis (9). Por otro lado en Ecpara de 1973 a 1976

reportan una baja incidencia de tifias causadas por M. __canig
alcanzando sola #l 2.6% del total de los aislamientos (61). En el
estado de Artzona; este hongo comprende o1 20.7% anl rotal de los
dermatofitos aillaaus produciendo en la mavoria de loy casos tiRa
donde T,

capitisy en contraste con otros esbadus de  U.B.A.

tonsurans fue l'a principal causa de tiR3 capitis (32). En 1973 se

reportd la primer epidemia de tisa on Eilat, Israely encontrando

en un periodo de 9 meses 78 casos diagnosticadoez do txﬁu c&pxtxi4
cnus;da por M. _c nis,f;n donde ‘®#1 835% de los pacidngnu atoctados
fueran nifios de S a 14 a®os de. edad (15). La ;ruvainncia de tivas
dE 1975 a 1979 en - Nueva  Zelandas el 31.1% due lan':asos que s¢
VnncnﬁETSFOn pktncipnlmnnte en nifios, fueron causados por M. canis

qua fue cl segundo en trecuencia despussa de T. rubrum que

buprasuhto el 35.8% de los casaos. En Mexico el 30X de los casos

de tifa cdpitis @s Causada por M, canis {60).
Como. se dijo anteriomente los reportes de aislamientos de

copas ﬂdormalls de N, taniz a partir de 1910 son cada veZ. mas
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trecusntes. En - 1981, se reallzée un estudio epidemioldgice para

conocer-la f{ncidencia de M. _capie v M. canis dysgd @ an ol Avea

dIILnnd;-| y sus alrrededoresy encontrando que la incidencia de
ti%as aumentd considerablemente durante ¢1 poeriado de 1962-1974,
en . donde I, _mudpuini fue la especie mas comun en los primeros
aﬂon;‘pu;tlriormtntn en 1970, westa prevalencia disminuye y el
namero da casox debidos a M- _canis aumenta alcanzdndo “hasta. un
0% -n 1974. Aun cuando la incidencia de la entermedad
posteriomernte disminuye, M- _canis continda c;mn ia principal
responsable de ti%a Gcdpitis diagnostirada en el Laboratorio
ST.Jchn de Londres en 1877. Un soleo casc de cepa lampifa de M.
canis fus aislado en 1963 an este labotratsrin, aumentande
tonsiderableasnte 21 ndmerdt de  alslamientos a partiv de 1966
hasta alcanzar sn 1977 un 40% de los cultives de M. canis, 1o gue
reprasenta una tercera parte de todos los aislamientes de tifa
capitis causadas por este hongo. M. canis prevalecid en el Norte
y Ewte de londres y la cepa lampi®a de easte on el Sur y Oeste
€(42). Lo antarior parmite ver el aumento de la incidencia de M.
vn [ Y d 4n v 1o qua sugiere que probablemente seguira
umzntands, slednkande pdrcantales wad altes an relacidn M. canly
:9 tel vezr A otras especiee (423, i i T
' M. canis dysgénica nrobablemente se encuentre distribuido en
otras partses dal aundo, perae poar  falta de informes de Jos
aiillminhtei, b tal vezr por falta de diagnostico adecuado, na se
podrd en corto tiemps saber Con precision  1a prevalencia y

distribucian de este honga & nivel mundial.
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PATOGENLA. : T

Las tifas producidas pah.ﬂ M, ';gﬁg; son ‘cbntagind.n
principalmente por gatos ¥ perros. Las lesiones ‘en gatos ‘pllah
;umunmenﬁe desapey:ibidas, debido a que gan frecuun:§n _las

‘,dipota: de n!t-.d-rmatafito a@stan presentes en el pelo en estado
saprofito (63). . .

En huﬁaﬁns My canis produce principalmente tiRa capitisy que
¢5 - la .infeccidn .fangica del} cuere ‘cabelludo ¥ sus ANRKDE,y -
presentando dos variedades: a)Seca y. b)Hdmeda. En  menor  grado
produce tléa corporisg que s la tive que afecta a )ﬁ piel

-~ lampiXa de cualgquier szitioc deol t:‘uerpu, pudiendo prasantarse an
formna generalizada ¢ localizada. Y por ditimo pueden pruduclr-
tiffa unguis u onicomicosis. ‘

Las legsiones causadas por M. caniy dysgénico y cepas
atvipiras de M. canisgy tantn sn  animales como #n  humanns,
presentaran las mismas caracteri{sticas que las descritas para M,
Canis (19, 34, d42). En 1981 se reporté Qi aislamienta de cepas
lampifiags de f1. canic, de infeccionos naturales en gatos y perros,

,Dflflr;néiAlmenturdurcachorro-| lltrcﬁ;o de lssionws ean hﬁ;anﬁ;{
Principalmente de cuera cabelludo (TiRa capitis), y”
secundariamente de escamas lampiffas (tifa corporis) (42);.En 1977
r-pprtan 11 casos des tifia- causados por cepas variantes de [« T

. ganiey de las cuales la mayoria fue debida a ti%a corporix vy -~ en

#nor grado a tifa capitis (34) y'-n 1979 efectuaran 14 infeccidn.

-xﬁeﬁimqntal de cuyes con cepas dp He Ganis y M. canis dysgdnicos

encontrande que este Gltimo producia lwsiones con las mismas

caracteristicas quz la cepa normal de M, canis (19).
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- ATAQUE K LA SUERATING.

Par medio de las observaciones clinicaw y -upuf1montalu-, 1 %]

ha podido establecer la. predileccion de low dermataufitos por la

epidermis, par sjemploy cuandp artrosporas (fragmentne miceliales
de dermatofitas) se inyectan intravenosamente a cobayos, ng - 58

desarrollan lestiones, opwra i “ae producen excoriaciones en al

arwa de la piel donde se colocd la inyecciony - en  la zona

escariticada sparece varias semanas despulu una infescson

dermatitilica (14>, En 1982 se demostro 1la actividad proteonlitica

de una proteina extracelular (Queratinasa) de i, _ganisgy que es

inducida al cultivar una cupa de ®ate hoangn (1)

Sabouraud-Dextrosa-Calde (80C) en presancis de pela d¢ huamana,

mientras. que la asctividad protsolitica de esta protwina no fue
detactade sn mudio de cultivo carsnte de pelu d2 humano. Be afsld
y puriticéd westa proteina par cromatografia, ¥ %@ aatuvieron

Anticuerpos contra ésta sn consjos, lus Ccualws fueron capaces  dw

neutralizar complatamente la actividad de esta proteina (56).

‘Begdn  Tekiuchi (96>, Raubitschar (d46) wstimd qup el Paso

Molecular de  ®#8ta queiatina=a es de sproximadanente 43000
daltones - mientras que Steiner (33) calculd uh Peso Molecular de

A8000 daltones. Se  han ohwervado ligeras diterencias en -las

propisdades bloquimicas de eswtas queratinasasy como, s4guan

Takiuchi (56),  Miyazaki (43) observé dependencia de pH entre

queratina

s de H. ganis v L. mentadrephytses ¢5%)3y sin smbarge,
:ugdh'T.liuchi (B6ry, Raubitscher (dé6) observd caracteristicas
inmunolégicas (denticas para las enzimas de Y. canis, M, gypseum;

Y. _sentagrofites vy T.  rubrum. Ge realizd la caracterizacion
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parcial de la queratinasa de M. gapint donde se masird, que ssta

‘S capaz de liberar peptidas de protminas fibrosas de tipo alfa y

de la fraccion membrannoia aislada de el sutrato cornes d¢ humanag
aderias la inhibicidn de la enzima por fenilmetil-sulfenildflanrurn
Y L 17 débal inhibicien poar N-etilmalelmida Y acida
D-aminpnwtilenetertetraacético, Iindicarnn que éawta probablemente
#% una proteinserina (S7).

Cymn  consscusncia de la avidunte afinidad de  los
dermatofitos por dus tejidos ricos en quiratina, «s da vtp-r-;un
que eptos hongonw posean la capagidad de degradar la queratina y
utilizarla comao fuente de nutricion. Esto ew asi, como se
demostrd anteriormente, pero "in vitro" la hacen lentamente.
Ademis, las snormes cantidadew du queratina que caen
continuamente en la tierra esan degradadas por oftros hongos
maprotitos Y bactertas, sspecialmenta las .ypocia: de
ﬁgzgg&gmxggg, mas que de laos dermatofitos aislados de suslo. Por
1o anterior parece wevidente que ta patogenicidad de losw
dermatofitos depende de otros faclores, ademds de su capacidad
para atacar la queratiuva.

Aunque la mayor parte de los dermatafitos son  parasitos

up!ﬁlfml:os *n la natuvaleza, la queratina no es un tactor de

crecimiente obligado. Huchas sspecies  crecen perfectamenta bisn

en meding simples con sales amonicaw y glucosa como dnica fusnte

de  ‘hidrégenuy carbono y enwrgia, 8in embargo, #l crecimiento es

mas exuberante en medios enriquecidow con proteinas y aminocdcidos

{143,
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FAUTORES PREDIGPONENTEBD.

Existen gran variedad dw tfactores predispuonentoes, como en
cualquinr infeccidn micaAticay mencjonanda ‘a continuacian las
principaies en 2l casao especifico de M, canig:

~Ausencia de Aciaos gygrasos en el cuerno  cahbolludo de
prepuberxles (Se ha demostrado la actividad antifungica de
los 4cidus grasos saturados del sebad.

—Pruximidad a danimales infectados, tantn 4 Janimalee. que
pressntan la infeccidén en farma clinica, como a las que la
presentan- en forma subclinica como £4% #1 caso de los gatosyg
principalmente en nifos que son lox que generalmente sastan
en mayor gontacto con los animales.

‘=~Higiene pobre, tante de animales camo del humano.

~Calor y hamedad. .

=Nutricion pobre.

—Enrurmodadul.quu debilitan al hombre {y & animales).

~Tratamientns con inmunadaepresores.

—-E1 matado de la piel.

{ia, 60, 63).
CUADRC CLINXCO.
En humanos s¢ presshtan lesliones -n«aIQUndl_Araas expyenay
‘_dy 1a piel! o Cuweu cabelludog prrinntandatjnfqgclpnes> adﬁqtrldﬁs
:; 7 partir de lnirrin;mslai, qu; guneralmente son  de . tipo
‘.infl-mntorio._ k

Talas lniinnlu eon frecusncia curan sspaontdnsamente on i a d

-ca.nnl.'Na ochstante se wencuentran infecciones como.una pequeiia

reaccidn. en ‘tujidog siendo ‘crénicas, pudien&o persistir ‘por
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varios meses (60).

Las personas con .:ta- tinas, puedsn; ademis presantar otro
ttpo de lesidn cutaneas, que parece ser una reaccidn alérgica &
los antigeihos fungicow que se difunden desde 81 lugar de la
inf;ccibn. a laa cusles se¢ les denomina dermatofitides,

presantando la caracteristica. de ser esteriles Y aparscer comao

vesiculas distribuidas en las manos (14).
En_ humanos cuando la dnfeccien sp manifiesta wn cusro

Cabe!} ludo, se caracteriza por presentar placas pseudoalopésicas

secas, paro cuando 1a legién es . himeda ademas de lo anteriory la

lesidn se torna inpflamatoria, Ulterada, reblandecida y exudativa,
'llﬁmandnsn Kerian. Por otro lade cuado la tifa as carporin‘ "5
comin que se presenten lesiones anularcs rhitnmatopnpilunlénmanes
que varian de ©.5 a 5 cm de ..lametro, pudienda llegar a formar
grander placas. Par -altimd esporddicamente este honge llega a
afuctar uffa, en donde en su inicio presenta wuna lesidn pequeﬁa‘
del lecho ungueal, extendiendose posteriormente ‘a la uma. Ai

principio el area atectada es solamente e! borde distal de la
‘ufa,. ¢! cual se observa amarillento y qusbradizo, pero después se
.xtinnde a, cada la uva, qu. se deforma 'y se vuulv- ropalqcsnte y

pmar(l!cntg. La porcion dl:ta] de la uRa tl.ndl a supararso del
i.:huiﬁagu-al, aparaci!ndp un tejideo entre ambos (60).

i Sin embarga . s& puede llegar a. presentar manifestgclﬁn-t
‘4:1;nL:a|4 atxpi:as, ‘encontrandc gran . variaedad an 1a

;lintumatologil, como: lesiones tipo Kerianm, iesiones ﬁirlcldal‘q“

:dermatltil :nburrnica. lesiones  de. lexidn. anica de granuloma:

lanular. tumur parecido a un abecego, lesiones &#n Area lampifa,
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lesidn en palma de manos parecidas a un eritema multiforme,

siones aen el  1obulo auricular parecido a una dermatitis

cehurr-i:.; granuloma simple y wuna infiltracion linfocitica

simulando a un lupus_ heritematase (5.

tas lesionex del ‘gate causadas pos M. canis pasah :qnuhméntn

‘des&percibidas debido a que con gran frecuencia las esporas de

‘ente dermatofito evetadn presentes en e! pelo en estado saprdofito.

Cuando la lesion es visible pusden sSer eosCamosay
sczepatoide, supurativa o simplemente alop@sica. Sin imkirga &n

-los perros las lesiones son Mmas evidentesj apareclendo #%tas en

forma circunscritas y cubliartas con escamas y fragmentos de pelos

rokos, otras veces s¢ les ven partes, mas 0o menos amplias de

depllaciden (2, 3, 28, 472.

Anteriormente ' se describieron las manifestaciones clinicas

tipicas; tanto =n el
infeccion de M, canig, no habiendo ninguna variacion en éstasji en
infecciones causadas por M. ganis gxsgoQigg (19, 34, 42).

DIAGNOSTICO.

Para liegar a un diagnostico carterc de N, Ganis vy H.  canis

ggigdngég. cﬁmu ip.ra~cu-lquit5 dermatofito, @5 nhecesario segulir
Q; ﬁ;né:dimiun;o adecuyado de la muestra, desde su toma hasta la
1d-nﬁlflcaclén final del hongo causaly para elio la muestra
clinica debe -naét-r:- al siguiente tratamientox

‘1. EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO.

La muestra se observa utilizando una preparacidn directa de

la auestra con

matariales y métodon.

vesicular”

humano .como &n animales, causadas por una

KOH o NabOH al 10-30%,  comno se describe. en:
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En . caso de Uuna muestra positiva, ssperariamos abservar, las

sig&isneés caracteristicasy tfragmentos de micelio ra.;flcadul Y

artrosporas, ®&n las sscamas de piel 6 ufag ¥y esporas en foras de

vaina, rodeando los pelos infectados {(micrasporosis) an forma

ec¥otrlk (sin penetrar &1 pelo) en el casoc doe M. canisy misntras
que ﬂ. canis _dysgédnico produce microsporosis en lus pelos

infectados pero no se especifica si ws de tipe ectotrix o

endotrix (pshetrande 2! pela) (19, 34, 42).
Lo anterior, en caso de dar positive, ¢z suficisnte p:ré cun

diaghdstico presuntivo a dermatofitos e infciar #@ tratamiento

aducuado.

€% necesario continuar &on la identificacion del agents

causal de la infeccidén efectuando:r

2.~CULTICO, Msu\urgurg E IDENTIFICACION..

Como se describe en materiales ¥ &Qtndbi.

Btra pruaba diagnéstica y spidemiocldgica, que ayuda para la
iq.ntifl:::xon de M. canis y M, canjs dysgénice (8, 17, 18, 19,
28, 34, 42, &0, &3> en una . etapa temprana

'cuando se presenta en forma asintomdtica N pariros 9 éito: .

‘principaimente, - ®s  la obgservacién -de palos 1nf-:tad§i bajo la

lahbafﬁral Wood,  donde s& pressnta una fluorscencia amarille

verdosa.
' TRATAMIENTO.
En general para M. canis vy M, canis  dysgénico como para

cualquier d;rmatofseuu s utilizan los siguisntes tratamientos

llgaﬁ lo - requerido en cada caso:

A>TOPICO: Se hace a base de fungistdticos y queratinolf{ticos

de la inteccidn o
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o de 1a nsnclaclon de anho-
Entrn lax funqiltatlcnl mas utilizados estans

; —Tanturl de¢ yoday, adcido benzdico y undtcxltnlcn, tanalrtate
s (tinadere) )

. *Cﬁn fricunncla se emplean asociaciones - de fungtstaticus y
—,qﬁlratinolltlchl. tales como &1 pr-par-dn de Hhitfitld
~Como . se dijo anteriormente la resistencia de 103 adultos a

la  infeccidn del cuero cabrlludo se ha relacionado con =l
aumento de la actividad secretoria de las glindul-;
sebascas  en la pubertad 'y 1la actividad antifingica
demostrada de 1los dcidoa gransos saturados del seboy por

ello, se ha utilizadn don exito el Acido undecilénico, un

acido graso no latu’ dn Ci1, para el tratamienio topico  de

‘Jalguﬁas dernatomicpiis 14>, .

B)SISTEMICOY Mediante la ingestion de Gri:nofulvlna (Fulcin
Frote), que 'n:gui comn antidermatofilico v prnnunv- Il
crecimiento del epiteliov. Obtenido de Pgnigillium grissotulvum «n

. 1953. 8y mecanismo de accidn se basa en la ruptura del huso
mitético v 'uogiblonenfr de  algunosi’ . alrguixlos tuLulir.i
{théép]"m-t1:01. tnﬁldi'ndn la ‘divisien ndql-ér Y'ig iédmﬁ]actdn 
d!iDNA; También afecta i-.p.rld cdlular. Se ndmintltrq en - las,
.*nigulontna dosis segan las rnquerimiintol. .
~Tifka capitisn.- De I a 1.5 gr diarioz (15 a 25 mg por kilo
de pesp) durante 45 a &0 dias. ; ‘ '
—Tikqvcnrpnrl:.— De O.5 a 1 gr diqr{os, durante un mes.

~Tifa dnguis.~ De 1.5 a 2 gr dinrios de ¢ a. S h-sis. en pies

max de 18 mwses (23, 34, 49, B9, 60, 63).
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En 1981 ue encontd gue 81 citrato de cafeina, clorhidrata dae’

quinina y sultato de quinina esntre otras sales alcaloides son’

‘lumamént- wfectivao tiomo fungicidas, Terapluticaments se aplica
'A; 5% de solucién y unguento de cltrato de cateina, hidrocloride
de quinina y sulfato de quinina fueron mas potentes gus ungusntos
da ciotrimazol en curaciones «de {nfecciones experimontales en
Cuyes (60, 63).

Segdn Meingassner (d40), Grorgopoulos (243 y Petranyi (45>
‘!ncuentrnh que la nafttarina
(E-N-Matil-N-(il-nattilmetil )~3~Ffenil~-2-prupen-i—amino~hidrocloro)
es un antifungico que ha mustrado una slta actividad contra ias
!ipucies de Irichophyton, Epidarmophytpn vy Hicrosperum tanto
en oexperimentos “in wvitro® caomo “in  viva* Yy una mnderada

actividad contra Agpergiliassppt Sporothrix aschepckii y Candida

s#pp  (40). La mayorik de las alteraciones ultraestructurales -

signiticativas ‘causadas an T éi tratadas con
nattafina "in vitro", fuwe l; acumulacidn de ostfucturns asf.r?cal
Yy ovales de naturaleza l(pidi:a en la superficie ciiular, en toda
la capa de la pared «élular en ambos lados de la membrana célular

quu s&. observa alterada. Las inclusiones lipidicas también fueron

',En:nntr-dan an gx«ndqu vacuolas intercelulares, -ugxrlnndo que la,

naftafina interactia con el ﬁécéballsmo &e lipidos dll hunguL

Esta droga ha mostrade wuna -inhibicidén en la binlintqsis de

Aifqoittrni_ causando la acumulacién de ewacualeno ¢39). En Cahﬁjgg"

gnnéég;!nggls tambien se ha observado cambios ultranntructurales'

‘dependiontes de dosin, ‘de -lea druql; mostrande un incremento uh

la acumul acidn de- particulas llpidica!‘ en. ®l  citoplasma, :
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B éhgra-amltneo de  la pared coélular vy alteraciones de la membrana
plasmatics por estructuras vesicularces; «stos cambios causan una
dl-tru:ctén progresiva de la arquitectura célular; que junto eon
estudion bioquimicos sugiere la interaccién de la naftatina con
la biosintesis de westerol (20).

£1 analisis de las caractueristicas mortolsgicas de M.  canis’
Y He _ganis dysgdnico se ha h-ch; utilizando microscopia dptica,
#in embargc las limitantes de aumenton y resclucién del ni;mo, ne
puraiten un andlisis morfolégico detallado para distinguinr
diflbcn:ia; v similitudes entre-estas 2 cepasj caracteristicas
dtiles para una correcta clasificaciden de M. canis dvsgénico. Par
esta razdn en el presente trabajo se utilizo el H.E.B. cuya mayor
capacidad de aumenta v resolucién permite ochservacionas
maorfaoldgicas imposibles de ver pov micraoscopia éptica. Adnmts; el
anAdlisis de las estructuras internas de cada cepa permite tanto
la comparacidén morfolagica interna de ambos, comoc el poder
detectar particulas extrafas no presenles comdnmente én wstos
héﬁgon| para 10 cual se ut£l£16 @l M.E.T..

Por lo anterior se hace una breve descripcidn y comparacidn
ld' los tres tipow de micro:cnpia.ccmo un apoyo tedrice para la
comprencidn de las caracteristicas y ventajas que ofrece cada uno
de #stos.
- C()!FARAC!CN K}EL MICROSCOPIO DE LUZ, MICROSCOPIO ELECTRONICD

DE BARRIDO Y- DEL. HICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION:

 _AuMENTO. '
E} auunntn_.fn:tivu mAximo del micrnscopio 4ptico (MO) es de

arzroximadamentw 1.200 didmotros, mientras gue Ql del mejor
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microscoepio electronico  de transmisinn  (MET) se acerca a

1.000.000. El  micrescepio electranico de barrido (MEB) pumde

lograr un aumento #ntre 15 y 50.000 diametros aproxximadamente,

d.pqﬁdi-ndo de 1a naturaleza y forma del material examinado. El
valor de la ampliacién de la gama de aumento de MEB desde
aprn*imadin.nt- 2X hasta '50x ha sido puesto de manifiesto por
Meakin y Fallon en 1973. Dentiro de esta gama pueden obtenerse
bumrnas fotografias aumentando las distancias de maniobra.

E. ucr .
La resolucidan maxima (o distancia minima a la que pueden

estar separados dos objetos Yy ser diferencliados) del MO es de

aproximadamente 2.000 a 3I.000 amstrans (200 a 300 nmd« Los
- =

meJores HMET tienen un poder resolutivo de 2 a 0 amsktrons (0.2 a

O.9nm). La mayor parte de los HEB tienen una resglucion de 100 a
200 amatrons (10 a 20 nm> dependiende de la  naturaleza vy

condiciones de la musstra, asi como de la tensidén de trabajo del

instrumento y de«l tamafio final de abertura. La resolucion es de

'3100 amstrons a 30 KV.

~PRUFUNDIDAD_DE_CAMPO, )

Larprlngipa; caracteristica de " las micrografias obtenidas
con el 'MEB' es su notable calidad tridimencional. Por - el
contraric, las f‘p;ca’ mi:rngraf{-s cobtenidas con &1 MO o el MET
son imagenes bidimencionales. E1 MO sala'pulde sev snfocado en-un
plano: Apjicog por tgntu,’lu profupdid;d de campu es muyw l;mit;da.
Para -revelar 1la forma de los
pequefos aumentos ya - que, alk ;umentar estos, la profundiad de

campo disminuye. Para los detalles internos, el MO se utiliza con

nobfetos  solamente es dtil en |
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auestras planas. y d.lqadl- r-qulri-ndusc para el MET  covtes  aun

aas . flnunl para -1 estudio con el D suelen ser del urd'n de lox

8 a 13 ym, mlentras quas 1cs del MET generalasnte tienen grosores
qua van de 300 a 700 amstrona y  han de hacerse en  microtomos

especiales. Al ser tan delgados los sxpecimencs examinadon en el

MET, la protundidad de campo s limitada, abtenicndose una imnunﬁ
wasenclalmente bidimenciocnal. Talws limites no existen can el MES,

A diferencia del MO o el MET, #n los qus la fuente de iluminacion

(lux o eleactrnhes) debe paskar a través del objeto, con 41 MED los

slectrones gue se registran no lo atraviesan, si no gque son

electrones secundaricos captados de wsu superticie y utilizasdos

para forsar una imagen. Estos electrones secundarios no precisan

- ser anfoGados, %i no iolamente recogidos. Por tanto, con el MED

no existen otros limites de tamalo de 1a muestra estudiada que la

cipacld-d de la platina.
En orden al aumento y a la resolucion, el MEB suele tenar

valores {ntarpedios entra los 421 MO y el MET. Las propiesdades

que verdadaramente caracterizan al MEB son el gran tamaie de¢ la

-u-,trn que pu-d-n observarue y la. gran wprofundirdad dc Caiip s

‘Esta ultin-, cumparada can Ja del no y-a igualdad de numentn.‘tq

H,;] ~ENOCY Eoorvnc-l sayar (32).

El aiwlamiento de M, gcanis _dyoenicge y =1 aumento en la
incidencia des este hongo, han atraido la  atencidn de varios
investigadoresy ya . que o8 @ dermatofito no presenta

‘emracter{sticas que permitan clasificarlo dentro de l4s csepcies
-cohocidas y comunmente alsladasy vin embargo, ya que presenta una

aorfologia parecida a M, Cenjisi se le ha llamado como M. _cenis
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ﬂi;gnnj;gJ wkn pudlrlo claviticar a/un G ome ana vargante de b,
~GADL% 0 Como  unas ‘especie’ diterente . de dermatafito) por entes

S r-zohﬂl s planted wl liuuiint- objetivo de trabaga,
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- IV.OBIETIVE. FRR

Realfzar un swtudio sabpe  una: cepa de. MICro§porum caniy.
corfecte clasificaglon dentra del )

dyvsgdnico  para intentar . uu
n-n-'r‘b Microsporus, womn una posible variante de Micraspuoum

cAnie. .
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Vo HATERIALER Y nETODOS.
NATERIALES.
MATERIAL PIOLOGICO.
" CEPAS UBADAR.
ﬂl&tﬂiﬂnﬁﬂmwﬂlhll~
'BQ ut)ilz-von S cupas de N _gcanjs, aivladasy wn. @l  primer
casg - da uﬁl _muoytv- de piel vy pelo de unk tid%a wn perrog en el
) awgundo de una musstra de piel du una tifia covporie en hll.“lﬂ(ll

pertensciants a una paciente de sexo feneninag de 22 afos de  edad

(casy  no.  43) Y finalments una cepa de 0, canis_dyaqonicn,
ainiada a partir de unm muestra de piel y pelo de un cachorro,

raxa honer, matho, de 7 mewes de edad proveniente da lm ciudad de

bunfries, Eacosia, qgue pt'lanntab.n lvsiones can caractesriasticas

que cnrrnupu'mllun - a dermatomicosis en la regidn pewriocular y

cuslla.

BOLUCIONES ¥ REACTIVOH .

fielucidn aclarapte (iactofenoll.
20 gr - fonial
2O W) 4cido lactico
. R T I ‘ oliuur{ni_: "7
20 m agua dewtilada watérii S

p.lnlv-h an '@l agua destelida estéril el f;nul. on I?.ﬁu
.Maria, agregar el acido lagtico Yy la qu:-rsn-'. A low - BO- n!
- peikultantes  del aclarante se agregan 0.05 gr ds azul de -lqdddﬁ,*
L mezclap vy filerar. '
* Tampon fostatus .iM_pHZ.d.

a. Fosfatn sbddico dibdsico (NaaHPO.~2Ha0) 11.87 gr .‘
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h. Fosfato potastico, mohobasico (KH2PO.) 9.08 gr
{ Agua destilada . 1000 ‘m1
.Be agregé B81.8 ml dr la solucidn a y 18.2 ml de la solucidn
b
HEDIO8 DE CULTIVO.
[} 1tiw A_par apntenimjiento de _las [} 5.

Ee preparé =sn tubos pyren ds 150 x 20 am conteniendo cada
uno & m) de medio SDA esterilizados wen  autoclave a ‘VI‘S lb/lél
»C/1% minutos y gelificados en posicidn inclinada.

- % _avrvoz para mantenimjient de las :07 -39

Preparade an viales .de vidric de 10 a 20 ml en que se
" golocaran nproximadamentrw 1/3 del  valumen del vial de granes de
AFFO2 y 2 O 3 m)! de -"agua,  se -esterilizaren a 15Ib/121  <C/15
‘nl‘nutu-. ' pet .

Medivs de _cultive pobrgs.

Estos medios de cultivo fueron preparados sn tubos de vidrio
pyrex de 100 x 13 mm con tapon de Tosca, conteniende 2.5 . ml da

m3dio cada uno. Los medios contenian:

Dextrosa . e - C.H;;I-OVI.:

tactasa : s . 'C:zHQ::O-aH, - )
' SBacarosa ) Csﬂ.Haaoli

Oalactosa’ c CHaOH CH (COMIs CHOMO
D(+)Xylosa . VC.H‘oD-

b(*)nano:a . ) CoaHyiaDe
ip(-)Fruétuola AU CaHy20a

Ratfinosa : : CioH320,0.5H20

L(+IArabinosa CuHi ol
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CaaManOyHz0

Mattosa

- L--Al.'nnxnl( c,ﬁmq,

L~Cysteina CaHaMNOaS - BN
L(tYACido ascarbica . CaHetla ’
.(thamsna <> :

’ CaaHa s MaOSCL L HEL

STiamina
.yrragrvgar ‘al 20% T.fipal, aqisyeltos’ wn agua bidestilada
;e;téﬁsl. Ca;a una de las ustancias se preparareon a 3 distintas
cun:(ntfaciun:sa de . 2.5, '8, y 10 R tinal, efectuanda .ll

sustancias wtilizadas ve

experimanto - por duplicadn. Las

ﬁr-pararun en stock mas contcentrados Yy ae esterilizaron por

tiltracisn en filtros millipore can membranas de 0.45pm de poro
de s#leccidn en vatos cason, para evitar

“{por ser dste el método
£l

la descomposicidn de estas sustancias por aatoclaveadod (37).
agar se ssterilizéd en autoclave a 15 1b2121+C/15 minutos, se dedd

Maria a aproximadamente dASeC v

onfriar y  se mantuve en baRo

entonces se mezclé con cada una de las sustancias en cantidad

suficiente para ocbiener la concentracidn final deseada. Se dejd

geliflcar an. posicidn inctlinada

- Hedio de guligvg réggg;j

c En tubos’ de - vidrit pyrex

de 150X20 am conteniends Bfu &

m{lilitros da madio preparado con barina de arro? a

concentraciones de 2, 4, 8 y 12% mas polipeptona al f. 2.5, vy S%

*n - cada una- de las concuntraciones de harina de arroz-antes
‘:itaans. Y agar a  una cohcaentracidn final del  2X. Los tubos

contanfendo ®! medio de cultive e exterilizsd en autoclave & 15

16/12°C/310 minutos y s ernrnnrgalificar *n pnsl;ldn inclinada.



P e

EQUIPD.
[ R L] rictgo.
‘Marca Techics, Springfisld, Virginia, modela CPA J1. - - -
Fine coat, lon sputter JFC—-1100 Jeal LTD.
Microscopig electrinigo de bharrjdo.
Jwol IGM-2H 11,
Migrocentrd tuga.
Eppendort marca Brinkmsnn (Sd41d) .
Ultramicrotome.

Marca Braomma (KB 8800 J(Ultrimicvrotome II1) y otre marca

Rejchrt~Jung (Ultrecuts tipo 701704)

HATERIAL FOTOORAFICD.

Hicroscopio electrépnicg de barpido. Se uso peliculas Kodak
Roval Pancromatica 4141 10.2ui2.7 omi de 4x8 pg, no. de catadlogo
6003107, Papal de impresidn Kodak photographic . paper,
polycontrast rapid 1I RC, cat. 1926450,

Hicroscapio  slestrénico de  transmisidn.Pelicdla da 35 me
Kodak PLUS~X—PAN Oraphic Arts Film Orthochromatic 8.3410.2 cm.

DuPont: 31/dxd in.
) HE FULGS - o
PROCEBAMIENTO DE LA, MUEBTRA CLINICA ~(pava Alagnasties v
lllinnl.ntu de 1as Cupasd. )
La auestra clinica ase dividia -B_Qres partest Jandole a cada

una de wilas uno de 103 siquientes tratamientosr

A.EXAMEN  MICROACOPICO DIRECTH (técnica del’ KOM al 10% 'p
20%3. :
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Frentn al mechero y sobre in portaubjetos, se depositarcn
una pugquefia cantidad de pelos y escamss raspadas df Ja perifsria
de la lesions Se agregaron de 2 'a 3 gotas de una snluclion de KOH
al 10 o 20%. S dejd en  reposo ta preparacidn duvants 10 o 15
minutos o0 se le dio un ligero Calentamienteo a 1a laminilla con la
tlama del mechero para acelorar gl aclaramiento Jde la mugstra. S
colocd un Gubregbiwtos cuidadosamepte para svitar la formacidon de
burbujas. Se presiono ligeramente ol cubreubjeﬁuu para  extepder
1a mucstra y wlitminar las burbu:a. yue haliian dgauaqn. e observe
al micrascopio de luz Con wl objetivo secou debil (10X) vy secao
fuwrte (4OX) pare la identiricacion de las estructuras buscadas.

P.CULTIVO ENM MEDIOS BELEGTINOS (técnica de picadura).

Pequefos fragmuntos de escamas y peluw cde la muestra clinica
fueron sembrades por la técnica de  pAGadura v #n condiciones de
esterilidad en cadas du cuitive gontaniendo agar micosel (BRL) L
Aagar micabiotic tBioxon). Evsta técnica consistid en introducir
entre %l agar eun diversas partes Jde la placa un fragmento de las
#scamas o prlos completpns (arrencades dende la raiz) de la
muestra <clinica, ceon ayuda de una asa d¢w platino on forma de L.
tas cajas sa incubaran a 3I?7-C/24 - horas y posteriormente se
d;harQ; # temperatura ambiente hasta el deasarralla tatal d; 1aw
cblnnxa-, ©l cu&x) se obtuvo alrrededor de Jdos snmnnau_&c:pulu.

€L ALMACENANTENTO.

La ltima fraccidd de la muestra clinica se colocd entre dos

"pnrtaobjcto- mantenidos unidos con <inta adhesiva y #atow dentro
;i un sobre de papel, etiquetado con los datos nucesyrlos para sy

jAdentiticacidn, Los sobrus so quardaron en un lugar aece hasta su
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uso en caso necesario.

ANALIBIE HACROﬁCOPlCO DE tAS CEPAS.

El andlisis macroscopico de las colontas tantoe durante sy

desarrolls comy en sy fase madura y vejez, se¢ efectud a simple
viitﬂ. usando lows siguiwntes :fltﬂrln- de cvaluacian:
. ~Aspecto de la colonia (celor, }orma. #tCe)a

~Morfologia general (plana, agrupada, con pliagues regulares
o irrvgulares, etc.>.

~Textura (Caterciopelada, G&#rosa, vellosa, pulverulenta,

granular, wtc.).
—~Tiempa de crecimiento o deaxvrollo.
~Pigmentacian vy difusfion del pigaento &l reverso de 1a
colonia.
ANALISIA MICROBCOPICO. DE LAB CEPAS,
A.TINCIQN CON_AZUIL DE ALGODON LACYOFENOL .

'Sc colocad un  portaechJyvtos sobre una hoja  blanca (de sepr

_posible debo hacarne B Goem sUperricie transparente e iluminddns._
TEni el centro del partaobtetns se agregd una gota de azul de
algoddn lactofenol (Bolucion aclarante lactofencl). Se removid un

;. fragmanta de 1a celonia del! hongo (éprukimndamante de la 2 mm

dantrao de la periferia) con una asa de platino en forma de L, y

se  depasitd sobre la  gota del colorante. Be desbaratd

cuildadosamente e}  fragwento de Ya colonia utilizando el asa de

lnéculacion ¥/0o una aguja de diseccion. Se colocd :dn cuidada un

cubreonbietos precurandn svitar la formacién de  burbujam 'y ‘no
pr-:lann# el tubreobjetos ya qus esto podria desprender algunas

estructuras dal hongo, Las preparaciones que te requirid guardapr
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por. . fargos periodos se les quitd e! exceso de cnlqranfe.
ﬂaiorvl-ndu énte de los  extremos del cubreabjetas con papel,
algoddén o gasa y sellando el contorno de éste con esmalte de uias
(de preferencia incolcoral. Lag preparaciovnas s¢ revisaron al
aicroscopio con el objetivo seco debil (10X) y seto fuerte (40X >
p;ra analizar las caracteristicas microscépicas del hongo, usande
para ®#11o low sigufentes criterics de evaluacion:

~Forma, distribucion ¥ ornamentacisn de la hifa.
—Pretanﬁia ¢ auswencia dJde clamidiosppras y microconidiasy asi
como de su n0m:ru; forma y distribucion,
~Caracteristicas de Las macroconidias {(namero y forma de JQI
uacrbconidlas; y ndmero, forma y distribucidn de septus .y
ornamenptacidn de las micmas). ’ '

B.TECNICA DE MICROCULTIVO,

vstos cultives wl crecimiento se realiza en una camara

Para

hdaeda, preparada sn  una caja de paetriz a ia que se colocéd

dentro, uha wvarilla de wvidrio dablada y un portachjetos vy

cubreobletos wobre érxta. Este paquete s# envolvid sn papol Jde

‘7}::r-ii, g0 esterilizd sn autoclave a 121 =C /15 1b/15 minutos, vy

‘1@ almacend hasta su  uso. Paralelamente sa prepararon cajas ds

peatri contaniendo aproximidamente do 30 a4 35 ml de medio SDA

¢bioxan}. DPajo condicliones de msterilidad, s® cortd un.blaque de

H.pruxtmadaﬂ.nt- 1. cm™ con bisturi. 8¢ inocularun nicando en el

cantroe de los cuatro lados del bloque de agar con el agsa. de

platino  a#n forma de L, las e#sporas o el crecimiento micelial del -

honga. Be colocd un cubrecbietos uytilizande wunas pinzas

hblvlanunt- r};mnada-. encima del blogue, haciendo después una
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1igera preuidn. Ba mAgregaron aproximadamentd’ 10 @l  de agua
destilada sstéril teniends cuidade de qua »1 nivel del liquide ne
toque el portaocbistos. Sa incubd #]l microcultivo a I7°C/24 horas
v & temperatura ambisnte durants 2 a 3 temanas hasta obtervar el
desarrollo = tompleto del. micelio «aerec a todo #1 contorns del
bloque de agar corroborandc la presencia de estas estructuras con
la observacién de la c¢olonia (3] un microscupio esternscépicoy
momento en gque la preparacidn estuvo lista para su observacién
microscaepica, ya qgue, el micelis dereo crecid por la superticio
Ranta del! purtacbjetos como del cubroobjeteorn. Antes de observar,
se Tetira g1 agux dastilada con una pipeta: vy con  ayuda de un
bigtur{ <y pinzax praviamente tlameadas y teniendo el cuidado
fiecasario para no dafar les estructuras dJdel hongo, s€ relirsd al
cubreobjetos, después el agar y después el portacbietos del
aferocultive. Para el eaxamen microscdpico, se agregaron § o .2
gotas del calorante azul de algoddn—iactofenol en un portasbietos
iimpilio vy xe colocd 21 rcubreobjetos del micracultive sobre el
colorantet por otre lado, ) purtanvbietos del microcultivo se le
- agregd el colorante en 21 centro . del cracimiento del hongo y . se
colocd sobre de éste un cubresbjetos limpio. Se tuvd el cuidado
suficients procurando evitar la formacidn de burbujas v de no
pripionar al cubrenbjetos ya que esto podria dkaphénder algunas
estructuraa del honge. A las preparaciones gque se requirid
guardar se selilaron con esmalte como se describi6 anteriormente.
Las  preparaciones se revisaron al msicroscopic de luz con el
an’hiyn seco d#bil (10X) y seco fuerte (40X) para analizar las

caracteristicas microscapicas del hongoi usando para #llo los
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L CPiGQELbs de evaluacidn mencionados en el inciso anterior
(tincion con azul de algodon~-lactofencl). Con este pro:vdxmlan:n‘
st cbtuvieron daus preparaciaones can el micwllo, espOTAY | Y
4COnENan'G intactas para una mejar aprecidcitn y andlisis de 1lxs
estructuras.

HANTENINIENTO DE LAS CEPAG.

{modio do cultive SDA vy medio de arvrvz).

Cada una de las cepas aisladas y purificadas «n o) medro
selactivo (descrito anteriorsmented, fue resambrada pura, para su
mantenimisntoy par ia téenica Je picadura {descrita
anteriormente) sembrande un ingculo en 21 crEntro del agar. Los
tubos Y viales inoculados e incubaroen @8 3IT*C/24 horas vy
ﬁostnr:crm-nt- a tempsratura ambiente hasta obiener el dasarrolle
del mice2lio aéreo (aproxkimadamentc de ¥ a 2.5 aemanas) y antonces
segun lo reguiriera el exparimento, o sy qQuardaban a A=C
permangciendae a eata temperatdra hasta que #l culbtivo requirisera
resiembra {eptre 2 o0 3 meses), repitiendn onuevamente =} mismo
protacolot o se resembraron pertodicamente =n un lapac Jde 15 a 30
S aw qn rdad del cultivo, manteniendose ¢l primer dia a JI7=C/21

m'hu}n: ¥y posteriormente a tmepevratura ambiente. En cada un-'dg»ial
.resiembras e Vrevt‘abnn ' registraron :uidlduﬂamqntn las
GArAGtsristicas micro f macﬁun:ﬂp&cal {(descritas anturiormente)
del hongo.

CRECIMIENTO EN MEDIOS DE CULTIVO POBREH.

En cada una de las su!tabctan 1 pbr duplicado se wmembro
tante M. canisg como M.  ganis  dysgonico &  partir de la primer

reasigmbra en &DA, colecande un sole intcula pdr la té#cnica de
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picadura (descrita anteriorsente) w#n vl  guntro d-ﬁ agar, low
~tubod se {ncubargn A IT*CL2d horas y se dedaron pasteriormente w
tempearatura ambiente, revisando diaritamente wu deswarroilo vy
"registrando asi sus CaractaristiCas MACTORCOpicas de law colonias
Cdurante todo su crecimiento, Una vez que las cepas alcanzarcon 1@
#wtada de madurer mdnimo, A los 39 diaas se higireron btinciones
con axul de algodon lactoftenol (descritas anteriaraente) para
stfectuar a) anadliais microscopico de cada una de las Cepas.

CRECINIENTD EN MEDICES DE CULTIVO RICO8.

s dymaunin e

moma Y o

sembraron e medios de cultiva ricou, para produccien  de
macroconidian.

Ambaa Cepar us  sembraron poar  dupl icado colgcanda un sola
indzulo par la técnica de plcadura (descrita anteriavmente )  on
#1 cantro del agars los tubos se incubaron a 37=C/24 horas y so
delaron a tempcratura ambiente, revisando diariamente suo
desarrollo y r-é;uernndn ani sune caractsristicas sacroscopidas
(antes mencionadas) dn las colontas durante todo su cregimiento,
Una vez que las cepas alcazaran su  estado de madurez (a los 10
dias) se hicieron tinciones con azul de - algadon—lactofennly
(descritas . anteriomente)  para afectuar al analisis microscdpico |

d. cada unad de las cepas.
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CPROCESAMIENTO DE LA MUEERTRA  PARA HICRODCOPIA CLECTRONICA DE
BARRIDG.
Tanta la cepa control (M. _Cani§) como la cepa  variante (M.
: ranis . dysasnicud s cyltivaron por la tecnica de wicracul tive,
ddu:rita auterivrmente, usandoe medino de  SDA ¥ medis ¢ harina de -
arraz mas dentirosa ai 2%, fe incubaron a J7=C/24 hnr;u Y a
temperatura amhisntes duranta j 5:1 ’9 30 diang al téermintu de wste
tiempo ¥y dentrn de la alaima cada, las susstras se sosetieon al
sigulenky tratamiento.
~Con ayuda de una pipeta, sv guito e} agua que conternia la caja
de microcultive.
~EJINACION. Las muastras fusrnn  Fliadas canh vapores Jda
aluta(ﬂlduhido al 4% en tampon fosfatos O.AH pHT7 .4 colackde ean
®) rondn de la caja de } a 2 ml durants #  horas a d=C, ﬂt‘
térming de unte tiempu ¢l glutaraldenida fue wlilminado vy la
caja -se anjuagd con &) miamn tampon de foefates.
=POBF [JACION, Las musstras Tueren pestljadas sn tetrdxido de

aumin al !X en tampon fretatos O IM pH 7.4, durante 2 ﬁqras -

awc,
.’V'-iQLﬁ!ﬁnQ Yo TALLADD, Con  ayuda de pinzas y LIXEUri, we gutts
’ 'cuidndni-mnntu 21 cubreabjetos, al bluque de agar y el

portachietos procurando no tocar las estructuras dal. hango, y.
‘se colocaron en una caja de petri limpila y esteril, E} material
se lava durants 2 horas a 498 con tempon rosfatos O.1M pHY .4,
Al que se 14 agredd 6.8% de sacarasa  para  mantener . la
wamalaridad, El vidrio del portaosbjetes vy cubreobjetos se

romplo culuqdnlﬂmnnbu e fraginentos pequeifas de aproximadamente
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4~8 mm v ol bPloque de agar ae talla wn plezeas de AXOX2 mm.
~REBHIDRATACION, Las musstras so deshidrataran sn  ascstuna de
porcentaje progresivol JOX 80X ,70%,00%,70% v acetona absoluta.
En cada acetonas ne daalroﬁ aprasimadamente 30 minutas, exgepta
en la de 70X que fue de 12 a 24 horads, La acetona absgluta se
Srenavd 3 veces. Finalmente se doejaron vn acetato dv amtlao par
30 mainutos.
—-GEGARG POR_EL _ PROGEDIMIENTIO__DE _ PUNTO . GRITICO, lLas muustras

fueron introducidas on la cAmura de presion  del  aparato  de

secadno & punto crivico, sumarytdas ey accetato de¢ amila, En la
CAmara e veriftica ¢l cambioc de acetato de amileo por didoxido de
carbong liquide, Eliminadao 2}  acetato de amilo se calienta
Lentamente la camara por medio de agua basva que el dionido de
carbono  pasa, #n su punto critico (31.7%°C), de liquidao & gaw,
preservanda aal lag usupwrficies de  las muestras do las

Ttenalones que sufrirtian con ntre mAtodo de secado, por a@ismnle
a} Aire.

Fu[IﬂLllﬁQjQuL Devputs de hebery flijado las muestras cuon  plata
coloidal & los porta-mupstras, «e colocaron sstas on la camara
del matalizador para revestirlas «de oaro. tos tiempas de
descarga fusron de I mipnutos wmanteniondo #1  amperage a: 20

Lill;nnp-rinu.. . ’

~QREBERVAGION: Law picrzas fusran sstudiadas y fotogratiadas con
#l micrascopio sleciranice de harrido.

El  valtaile de aceleracian varié entre 3 y‘tz.s Kilavaltios
{KV), comn tambit¢n sl tamafo del hax incidente en la musstra

que fus de 2,300, 1.2000, 640 o 320 amstran, dependisndo de los
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aumentos. que se guerian obtener. Low diafragmazs da 400,200 y
106 p también fueron usados alternativamente, £1 tiempo de
barrido por cuadra fus de 32 milisegundos.

PROCESAMIENTO DE LA MUESBTRA PARA MICROBCOPIA ELECTRONICA DBE

TRANSMISION.

A.TINCION NECGATIVA.
Las cepas de . Capis vy M, canis _dysgdnigo se cretieron en

B0 vl de medio de cultive BDA en un  matraz de 125 nly ae
incubarun & I7*C/24 haras y a temperatura asbisnte de 13 & 30
dias. Enrun fragmento de parafilm se colocd una gota de cada unc
de los medios de cultivo anteriores y sobre de esta una r-iilla a
la que previamente se le cubris una de sus caras con una pelicula
do formwar colocando esta con la cara cublerta con la pelicula en
cantacto con la gota de medio de cultive, durante S5 minutcs a
tomeperatura ambiente. Se quitd cuidadosamente la rejilla con
unas pinzas y se coloctH con la cara cubierta can la policul& de
formwar’' hacia arriba sobre ua papel de tiltre y dentro de una
cala de prtri tapada se¢ dejo secar a 47=C/13 minutos. Una vas
.3nca we colocd sobre una gota de Acldo fosfotagstico &l ZX con i{
cara cubierta con la pelicula en contacieo con nl,:olnrantcl *,,'?”,
'jdtjh ‘S minutos & tamperatura 'imbinnté. Be y;t;ro y coloco
nuevamente sobre un papel filtro dejando wsecarse a 47°Cs/15
minutos - igual camo - se cite anteriormente. EI material fue
estudiado .y fotografiade con el microscopio electrdnico dﬁ
transmision. EI tiempo de exposicion fue de O a 60 Inqundni y. @1

diafragma de contraste usado, de 100 a 400 p.
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B.INCLUSION, OBTENCION DE CORTES SEMIFINGE Y ULTRAFINGE v
TINCION DE REVNOLDS.

De cultivos en mediv de SDA y medio de arroz de 15 y 30 dias
de edad, asi como de difereunte  nimero de resismbras de las cepas

de M, canjs vy M. canis_ _dysgénico, a®. tomd una fraccidén  del

micelio aereo vy vegetative del bongo, ¥y se calocd en tubos

ecppendur! de 1.5 wl limpios y estériles.

~FIJACION. Se agregd aproximadamentes 1 ml de snlgcidn de
tetrdxido de osmio al 1% en tampon tostatos O.1M pH7.4 y seg
dejd a d4*C por 2 horas y 18 horas para la fijacion de las
muestras.

—~LAVADQ Y TALLADO, 3#& centrifugaron las muestras a 15000 rpm
durante i35 w®minutos en una microcentTifuga eppendort y sB
decanté la soluclén fijadora. Se agregd un volumen igual de
tampon fosfatos 0.1M pH 7.4 vy se lavo durante 30 minutos, se
centrifugd nusvamente a 15000 rpm por 1S minutos, se decantd el
sobrenadante y se lavd una ves mas de la misma manera. En forma
paralela 1o prepard una sclucidn gue contenia tampon fosfatos
0.!}1 7"’",.7'4‘,‘“?', agar base a una ;uncehtracidp final de 2.5%, se.
esterilizd en autoclave ‘a 151b/121%C/25 minutos vy se ﬁantuvb en
Vb-Ko ‘Maria a 45*C. La pastilla del micelio del hongo obtenida
antertormente sc resuspendid cujdadosamente en 500 ml de la
so0lucion de agar wn taapon fosfatos y se dejo gelificar dentro
de la punta del tuba sppendorf.. Ya gelificadas, las muestras
‘tueran sacadas de los tubos eppendorf y talladas en blaques dé
lpruuinadlglnto 1 mm>, 7 .

—DESHIDRATACION. Las musstras siguieron un proceso gradual de
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dllhtdrltaciﬁp con - acetonas: 3I0%,50%,70%,80%,90% y ‘acetona
absoluta. -En’ cada  acetona parmanscisron 30 minutos. A la
acetona . de 70X se . agregd 2% de acetato Jde uranilo para =\
contraste on bloque, y xe¢ dejaron toda la noche en ella. La
acetona absoluta s® renové tres veces. Finalmente, se le dieron
dos pases de 5 minutos &n oxido de propilenc

=INCLUSION, Las plezas fueron pasando gradualmente por mezclas
de oxido 'de propilenc—-araldita hasta araldita pura, siguianda
lag técnicas habituales.

—OBTENCION DE CORTES SEMIFINOS, ULJRAFINOG Y~ CONTRAGTE. Ge
obtuvieron cortes semifinos (1 a 2 p)» con un ultramicrotomo, se
tiferon con azul de toluidina y postariormente, se abtuvieron
cortes ultrafincs {400 y 600 A) que fueron contrastados segdan
¢l método de R;ynolds (a1, 48>,

‘—QBS;RVAQ!Q&; Los cortes semifinos fueron observados en un
microscoplo de luz. El material de lom cortes ultratinos fue
estudiado y totografiado con el microscopio electrénico de

‘transmisldn. El fi-mpa de exposicion fue de 1 a 60 4sagunéoc v
el diafhagma'd; contraste usaau, de 100 a 400 p.

AISLAMIENTO DE PARTICULAS VIRALES DEL BOBRENADANTE DE LA

" CEPA DE M, canis dysgdnico Y BU TRANSFERENCIA A CULTIVOS DE N.,
>gan1! EN MEDIO EN DEBARROLLO EN MEDIO 8DL.
Las cepas de M. canis'y M- capis dysgonis se crecievon- en”

100 ﬁl de m-diu de cultivo SDL en un matraz de 250 mlg se
incubaren a 37%C/24 horas y - a  temperatura ambiente por. 30 dias.
Bajo condiciones de esterilidad el sobrenadante de wstos cultivos

se transfirieron por separado a un matraz limpio "y estaril
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vaCutando en lo posible no lfrastrar el micelio y macroconidiacx
del hongo. Yna pequeda  alicuota 1 a 2 gatas) de estos
Viobr-ﬁadnnt.- se procesd por la técnica de tincidn nagativa
_d--crit- con detalle anteriormente, para su observacidn a traves
dw -icfdicop(n electronica de transminfon.

Potﬁ!éiormentn.,il sobrenadante de M, ganis dysgénico ‘se
‘pr,f}ltrn en filtros millipore através de membranas de C.45 pm de
puro, y. se filtrd en membranas de 0.22 pm de paro. S» tranafirio
una alicuota de 30 ml & un vatraz de 250 ml conteniendo 100 ml-de
azdio SDL fresco vy estéril, Y s® tnoculd con micelio vy
macroconidias de M, _canis. En 130 al de medic SDL fresco se
inocularon las cepas control de M, canis v M. capnis dysgoenico por
deparado y se incubaron a 37=Cs/2d4 hcras y a temperatura ambilente
-par 30 diasg describiando detalladamente @l desarrollo b2
cuuportnﬁlonto de las cepas durante su crecimiento. Al tdrmino de
%u - decarrolle (13 diasd Be analizaron con dotalle sus
caracteristicas macro y aicroscdpicas de cada cepa de acuerdo con

la metodologia y criterios descritos al inicio de este capitulo.
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VI. RESULTADOG.
DESCRIPCION MORFOLOGICA DE H, canis Y u_.__gm__gy_!g_g_nj_gg EN
“HUw PRIFOAISLAMIENTO Y A TRAVER DE VARIAS RESIEHERAL, UTIL1ZANDO

HICROGCOPIA DE LUZ.

La copa de M. capis y M. _capie dyvsgonigo fueron aisladas en

[ prxmo-lsl-mt;nto an medioc micobiotic, & parftir de Jla muestra
cliinicay posterioraente fuergn reseabradas en medio SDA y medio
Aa granos de arroi para su mantenimiento. En ¢l primoaislamiento
,f an cada realiombra, asi como durante t%odn su  desarrolloe [T
”nbscrvo y describid cu;dadogannntn tanto sus raracteristicas
macre y microscdpicas de cada una de las cepas, con la finslidad
‘de saber con precisidn cuales son las cavacteristicas que las
;distingu-n y cuales tienen en nomuni utilizando para ello los
criterios de evaluacion asi comog 1as metodologies de tincidn con
azul de algoddn iactafencl y teécnica de microcultive para la
observacion de la muestra - ep microscopia de luzy descri¥as en
materiales y metodos,
La cepa de anin, e« fu primcaislamisnto en medio
micobiotic como en sus resiembras en medio SDA mostro las mismas
caélcenristicnn macro y microscoplicas. En medio de nrroé a1

Arsarrollo Saslcamenbie um iguai en sus caracteristicas y cambios

“ddf.nt-'iu'unvrjnéihienﬁo, a 168 deucrlfa; *n acdio SDA, pero - la.
c-néidad de macroconidias producidas es mayor y la pobllcidﬁ on
'qn- homogenesa en su grado de evolucian 2n  un momento dado;
comparada con wl medio SDA donde se observd una poblacidn un pocs
hetercgensa presentando macroconlidias en  diferentes etapas  de

desarrollo. Estas caracteristicas se describden en el cuadro no. 1
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donde .y® reportan las caracteristicas macro y microscdpicas de M,
canis an medio SDhA 'y de arrui; y #n la figura no. 1 donde s&
pusden ohservar las caracterigticas wmicroscdpicas dﬁ la ‘hifas y
mecroconidias de M, cania & los 15 dlas de desarrollo  en _Qﬁa

tincidn  <con  azul de algoddin lactotencl utilizando microscopia

dptica

La cepa doe M. canis dvsgdinico on medio SDA, no s caapdftp

_de 1la. missa mabara sn s primocajislamir»nto y . durante sus

resiembras, como puade verse, en ol cuadrn_ no. 27 donde se&

reportan las caracteriszticas macro y microscodpicas durante su
stapa de madures (15 a 30 dias) en su primoaisltamiente y. en

diversas resiembras wn medio SDA. La ihestabilidad em cultivo de

ﬂ4;g§g§! dysgdnico mostrd  difwrencias morfoldgicas que hacen

nucesario diferenciar estas etapazy en »)l primer caso como M.

cants dysgdénico, que s caracterizd

micelio vegetativo tips disgonico vy ceopa atipica de M. canis que

por producie anicamente

se distingus por presentar hifas y macrocanidias con uwna amplia

gama de alteraciones morfologicas, ademdés de otras con una

npnrlohcli normal parecidas a las de M. _ganis. Se sbservo gue las
caracteristicas, maa sobresalietres ason : adMacroscopicamente, la

diferente morfologia celonial al paso de la resiembras Ty

'h)Hicruscoalciment-, el tipo de micelio obtenido asi. comd la

'bﬁoﬁutéian ¥ caracteristicas de las macroconidiasy migsmas qué
pueden vwrsa en la figura no. 2 y no. 3a y 3b donde se reportan

Jas obzervaciones hechas por microscopia éptica de las hifas de

He _canis dysgénicos y del m}:a]lo ¥ macrncpnidiaS'de_la cepa.

atipica de M, canis respectivamente. En. medio de arrox las
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caFice-risticairhacroscdpin-: de M. canis dysgdnice no variaron
'dﬁrantn sus  resiembras, Se obtuve una colonia calé claro con
N »#pnrx-ncia vellosa (comp telarafa) y puqunﬁas puntos color croma,
sébr. toda ia superticis de arrazg una produccion de pigmento
amarillo oscuro que dlfundé a los granos de arroz, de la
periferia tornandolos a un colaor café ciaro, Gue. s muy similar
a4 la apariencia macroscdpica dw la «cepa normal de M, canis en
mete medioc. Microscopicamente desde su primer resiembra hasta ia
Hae 1 1 obtuvieron hifas con caracteristicas apar&entemente
normales y macroectonidias que @+n sy  maynria {mas del 0%
presentaban una apariencia normal y snlo aproximadamznte menor o
1qﬂn1 a un 10 X eran de tipo dyagénicnr hasta gue en la Ga.
resiembra en. este medio la cepa mostrd la forma tipica de M,
canis. Durante au crecimiento, an términcs generales se observd
que el desarrollo del hongo desde su inicic hasta su madurez y su
muerte basicamante sigue la misma secuencia gque Ila cepa normal
defl, gani=| con la anica diferencia de que M, caniy dysgdnigo .
ﬁrisnﬁga U ereCizlento sas  Lento y 1la :.pé se muestra un poco -

S mas; 14bi1 a1 sfecto del tiempa.
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P1ES DE FIOURA.

Figura no. 1.~-Hifas y Facreconidias de H. canjssm.u.

E Cultiva “de 1% dias 'de desarrollao. 9e¢ observan . hifas
tubulares delgadas, septadas homogéneamente. Macroconidias
wn forma navicular alargada, con sus saxtremos ¢n punta.
tincidn con azul de  algaonddn lactoefenol/M.0.). Aumento
28%.

Filgura no,. 2.-Hifaxs de M. canis dysqénice / tH.0.
Las hifas se observan mas gruesas que las vistas en la cepa
normal, ademis de formar una amplia gama de alteraciones,
Cono snsanchamientus, protuberancias y Tramificaciones en
ditfarentes sontidos, entre otras. Se observan algunas con
Garacteristicas aparentemente normales.
(tincién con azul de algodén lactotenol/P.U.). Aumenta JOX.

Figura no. JIa.-Mircelio y macroconidias de la cepa atipica de M.
/M0
Se observan macrocomnidias dywgénicae con su extramg distal
bitfurcado, y macraconidias cen diferentes formas. E1 ndmera
de septos es do L A 6.

Figura no. 3Ib.-Micelio y Macrocoanidias de la cepa atipica de M,

canis/M.0

Se observa una mezela da micelio dysgbnice con
aparentemente normal, vy macroconidias de diferentes
tamaRow, abservando algunas an forma de "9, £1 ndmerc de

septos es de 1 a 8.
(tincién con azxul de algodén lactofanol/M.0.). Aumento 25X.
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COMPORTANIENTO DE LA CEPA DE H. cenip ¥ H, caniuw dysginice
" _EN DIBTENTAS CONDICYIOHEB NMUTRICIONALES.
' La cepa de f. canis y M. _canis dysqonico fueron sembradas
ﬁnr duplicado (a partir de la ler. resiembra en medio SDA dunpués
T de sy primoai-lami-pto) an dos tipos de madios aYEn medios pobres
constituidos por agar al 2% mas un azdcar, un amincacide o una
vitamina a tres distintas concentracionos del 2.5x% 5%, o 10X vy
b)En medios ricos, preparados £on harina de arroz 3l 2% ,4%,8%, o
712; mds polipeptona al 1X, 2.5% o 5% para cades concentracidén de
harina de arroz, mas 2% de agarj y harina de arroz al 8% mas
2%,4% u 8% de dextrosa mas 2% de agarjy analirando posteriormente
cada muestra macro y microscdpicamente comos se describe en
materiales vy métodos.

AaHMEDIOS POBRES.

Las caracteristicas macro ¥ microscopicasr da laxs rcepas
analizadas, sembradas en medios Pobres, se resumen y r.puréan LI
las tablas no. 3,4,5,6 y 7 3 d-séribicndosu su desarrollo
colonial, prnduccidn de pigemento, produccién de macraconidias,
produccian d4e microgconidias vy produccidn de clamidiosporas

respectivamante.
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HOXNEDIOS RICOS,
La cepa de N Qianiy sSe obse#rva normal #n Sus caractaristicas

MacTo y microscapicas, desarroliando unis colonia blanca velloaa,

una produccidn as pigemnto amarillo a su reverso Yy

Ccaracteristicas microscopicas tipicas de la capa. M, gania

dysgdnica presentd una colonia adherids al medio, color ocre. y
un& produccidn de pigmento amarillo mas oncuro que la cepa normal

al reverso de la colontay salo #n medios 4 lax I concentraciones

de dextroxa (2, d y 8X)> mas 8% de harina de arror presentd ademas

de 1o anterior pequeias zonarx vellosas. La cantidad de

macroconidias producidas fue buens pero no tan abundante como en

e®) mzdio de granos de arroz.
El desarrolloc de ambas cepas en  funcidn de las diferentes

condiciones de los mediox fue. . igual, mostrando las sigulentes

caracteristicas.

~No se observd diferencias en funcidén de las distintas

concantraciones de polipeptona.
~He obtuvd un mejor crecimiente a medida que aumenta la
tontantracidn de harina de arroz. )

~A 12k 3 cuncentraciones de dextrosa (2; 4 y BX) mias 8% de

harina de aéruz se obtuvo un msjor crecimiento comparada

coh todas las demba condiciones.

La copa de M. canis dysdonich microscopicamente mostrd

diferencias significativas en sstos ardios, como por edemplc en

®1 medic compuesto de harina de arrcz al 4% y polipeptona al 5%

dnicamants. s# opbtuve alcelin wegetatico con caracteristicas

dysgonicas mazclado en  menor proporcion con aicelio normal. En
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las concantracionss restantes ue harinm de arcoy Y polipsptona s«

abservd adesds de lo anterior, suy pocas macroconidias cuya foras

Yy saptos wran aparsntemente noreales pero su ersnassntacion ava

moy marcada, como se observa regulacvmentes «n la cepa atipica de
M. canis. Finalmente un ios wedios que contenian destTusa al 2, a
Yy 8% mAe harinan de arrez al 88X, la cantidad dn macroconidins
prodactdas tue muy grande mostrando ceratteristicas dysgdnicas an

una alta proporcion de éstas Cmas del S5G%) ademds de  alcelio

" dysgdnico y normal.
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PEBCRIPCION NORFOLOGKCA DE  to_caniy v f. _Ganie Ave0dénics
UTILIXZANDO HICROACOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

Las Cepas «# crecienron por 1o técoica de microcultive v se
ProCesaron para »u nhservacitn para wmicroscopla slectronica de
barrido coso se describe san sateriales y métodos.

La. cepa de M, canis mownted las aismas caracteriscicaws
sicroscdpicas descritas, utilizande microscopia apticeay cun la
ventaja que el sayor aumsnto vy resplucién . que pnrburciona la
wiCroscopia elecbicdnica de becride nos peemicio observar detallaes
morfoldgicos que ne pueden ser vistos con microscopia de luz

En  una colonia joven de My capis de 7 & 9 dias de svolucion
fTigura no« 5) las hituas san tines presantande e aAlgunas partes
angrasameientos y algunas protubesvancias pequefas  Jde 1orme
redunda vy ovalada. Las macrocopidiayg, san de diferentes tamaiios
prosantands una fo.aa alargada, finas y con wu sextreme dintal
atilado. En su  supeprficie an algunos casps presenta algunas
verrucosidades tinas repartidas & tgda lo  large, en otras
aCACiones s®  absarvan exferas grandes que dan la aparientia de
gulas de agua cuya superticis ow lisa (parecidas & las de la cepa
atipica de H; _ganis de 1ln figura no. 11 perp de menor CtamaRody y
finalmente algunas macroconidias preessnban ambps tipos de

" ornamentacian. - En cn)pntng de SOVa‘as de desarrnlio Yas hifas
cn#--rvan las mismas :nract-rtstic;- de . 1a cepa de 15 giaw
(figura no. 4) pero las anacroconidias ae - han  desarrollado  mas,
mostrando una forma navicular alargada con extremes atilpdes, can
numerosos septos observadns como relieves wn forwa de aniltlos y

cuyo nOmerd generalmante es de 8 - a 10, én. &U superticie asvlo sa
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TobBNrvan verrucosidades pequeddas uniforesmenty divtribusidas y qua

e CONEANEra&D €0 MAYDr DUwNrO @n ambos SNEremaw.

En cultivos visjos de 22 & 3 mosex de demarroXlo  las

macroconidias musntran numerotas vevrucosidades que =h vu mayoris

e repartes unifocmemesnte 0 tada sy  superficis. Aun cuado

conkervan su forma havicular estas aan  mas  anches ¥ ya no se

apresian lou relioves septales (Ffigura na. (-3 Notese que las

verrucosidades aan la apariencia de pPrQuUENOR giobos

aemidesintlados que pudiscan *er eriginadus ds las sgsfares con
aparviencia de gota de agua de laz wacroconidias jovenes.
ta cepa de M, Canis dysgonigey unicamente presentd

son  claramente

micalio
vegetativo dysgonico Cuyas caracteristicas
diferentes a 14 crpa de e _capfs <(compare la figura no. 4 y no.

7). Comp s# aprecia an la figura no. 7 las hifay son mas Qgrusses

9 heterogéneas " fovma cosmparadas con lia cepa normal,

pressntando dusde hifas con una torma tubular continua,

nodulaciones, wnsanchamientaos de difarentes foraus y dimensiones,

protuberancias amorfas sabre e Enbaw,y ranifﬂcaclon:l' LT

d\flr.nrr! direccionew, hasta engrosamizntos  amorfos de 1o

Cualas. salen varias hitas en distintas direccionas. La morfolagia

an gansral eo muy haterogénea y ol crecimiento da la impresion de

sstar atrotiado lo que podria dar lugar a tal gama de formas

distarcionadas y un crecimsiento con aparisncia tipu coval.

Coma 3¢ explice anteriomente  su inestabilidad en cultivo ce

manifiewsta como cepa atipica de M, ganis presentando una

combinacidn de hifas, tanka dyagonicas (camo las que ss ven en la

figura ne.8) caomo de hifas aparsntemente nurnilnl (Ttlecha de Ta
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figura no. 8) y una fase interawdia entre rvatas (cabeza de flecha

dw 1a figura no. By 9)3 watas Gltimas aun cuando presentan una
forma tubular continua fon mas grussas que las hifas normales,

algunas presentan  ornamentaciones ‘amortfas sabre su. superficie

¢tlacha gruwsa de la figura no. B8) y obtras sus franificationes sz
aobsecvan  orientadas  enr diferentes  dirscciones. Estae cepas
@astraron :la prosencia de macroconidiasy . las cuales en slgunos
casos presentaron una forma aparsntesente nornal pera gue #n sy
mayoria su morfologia fue atipica (Comec las que se describen mas
adrlante) ¢ incluso on algunosn casos totalmente distorsionada sin

segui~ un patrén Jdefinido, tal es w1l caso en la figura no.8 wn

que se chserva lo que podria ser uha macrocanidia o una hita en
un aMUy alto grado de distorsidn sin ponderse definir con seguridad
a que sstructura corresponde, pero gue al parecer tiende a 4¢ una
macreconidia con una distarsidn e#xtresa a juzgar por el tipo de
ornakentacidn que presenta, propia de una macrocanidia. En

posteriores vesiembras la cantidad de hifasx con caracteristicas

aparentamente norsalex ausenta considerablamente, zin smbargo la

Rayor puaviet de Jdstas  tienen algunas cardctecisticas que l;i,

fztiaguen de lawm h#fns de M, canis (y que no pueden sar vistas

‘por microscopia dpticady como por ejsmplo el que extan,
ornamentadas can peguanas sxfaras (flecha de la figura no. 105,

carscteristica que llegd a obsarvarse an muy baja fracuencia

la cepa de M. canis mientras guw #n la cepa atipica se observd
PULho sayar propercifng por otro lado algunas hifuz mostraron
.su. superticie (flescha de la  figura no. 11) una arhamintacxdn

toreoa de espinas que no fus observada en la  Cepa nhormal  de
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e-nil| -'n stal preparaciones in cantidad de macraoconidias es -
‘nucho mayor iguazlandose en nameroc con la cepa de M, caniss de
Q-tii: algunas wmostraron caracteristicas mortolagicas
;parontzmente normales miantras que otrasy  al igual a ‘los
nb;trvndn con -mlcrdn:opia dg luz, presentaron smalformaciones wn
diferente gradoj) las que iban desde una forma navicular peroy, con
su extremo dixtal curvo (figura no. Py i2 vy 14) e biturcado
{figura no., §{3)y otras en formsa de "8" (figura no. 11) y algunas
otras coma una estructura atrofiada en su desarrollo que dio
origen & una macroconidia peaquata  sin la foresa navicular
caracteristica y con su extrems distal curvo (figura mno. 10D
antre otras morfologima. La proporcién entre macroconidias con
caracteristicas narmales y atipicas wvarid entre resiembras
predominando lagw atipicas en las primeras vrasiembras y las
normales en las poateriores resjiembras (como también se observd
caun microscopia de luzy. En cultives  de 20 a 3I0 . dias de
desarraollo, en las macroconidias s» observan septos como relieves
en forma de anillo qus van de 1 a S5 en la mayoria de las
nauruéonidia- ‘:on forma aEipL;a (figura no. 10),y de 8 a 10 en
;qu.llnl con marfologia aparentements normal.  Finalmente  la
‘ornamentacién de las macroconidias - presents gran diferencia con
r-;pqcto a la cupn'nObm-1| ya qua la cepia atipica, se caracterizd
por  mostrar una gran - haterogeneidad an 1a norfnlugla. ¥
dimensiones de su ornamentacidn incsluyende & las macrocanidias
énn forma aparentemente normal, por sjemplo: en algunocs caﬁos,fuc
1&- tipo verrucosa pero su distribucidon vy ta;aﬁn no sigue un

pltron definido .ntri las  macsroconidias {figura no. 5-14d4}, on
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. otron casos se observd como ‘esferas de muy diversos tamafos que a
pesar de’ sar parecidas  estas  estructuras & las observadas en
cultivos jovenes (15 dias) de M, canis estas persmanccieron tnntu’
an cultivos maduron (tigura ne.l1i) comae viejos de la cepa

S atipica’ ¥y o su nUseTo y tamafio fus mayor, ademds de que su patvon
de distribucion al igual que los demas tipos de nrnam-ntacion’;ﬁi
suy xrr-guinrn por Qltimo, s® pbservaron un tipo de estructuras
qu; nul;:n fueren vistes en la capa doe M. canis y que en la cepa
atipica se prasentaron en un nGmero de 1 & 3 por mncroconidii 12
on general =n baja proporcidn, las cuales consistian un 2 esferas
uni sobre de otra y en la Gltima le sal® una estructura «n forma
da mechin como ss pusde ver an la figura no. 14. En - general las
macrocaonidias de la cepa atipica de M., canis presenta una
:‘n;naﬂuntacton mas garcadn y tosca que la cepa nermal de M. canis,

La cspa atipica de M.  canis produdo micraoconidias en forma
de clava o pirifirme normales, solo que en un nRAmeTe mayor 2 La

Cepa normal,
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PIES DE FIOURA

Figura ne. 4. Micelio y Macroconidias da M. canis/H.E.B.
‘Cultiveo de IS dias de evolucidn. Las hitas zon finas,
presentando algunos engrosamientos. Las ramificaciones’: son
en un mismo sentido. Las macroconidias  son de forma
navicular alargada con sus extremeos distalos afilados. Se
observan numsrcsos relioves septales. Pressntan- una
srnamentacidan de tipo verrucosa mas evidente en los |
AREFEMO,
Auments 1000X. Barra 1 ua.

Figura no. 3.-Macroconidia de M, cani{s/M.£.B.
Nacroconidia  joven, cultivo de 7 a 9 dias, que se
caracteriza por su forma navicdlar delgada con sus extremos
distales muy afilados. Se observan relieves septales de &6-a
10 v st superficin presenta verrucosidades que. sa
concentrarn ah lon sxtremos.
Aumento. 1000X. Barra 1 um.

Figura no. S.-Hicelio y Hacroconidias de M. ganis/MH.E.B.
Cultivo de mas de 40 dias de desarrollo. EL micelio e¢s
aparentsmente igual en worfologia que el observado fn la
. figura no. 4  con la diferencia de tener una apariencia

asnos rigida. Estacs macroconidias en =u desarrpolle,
conservan su  forma navicular pers son mas anchas. La
mayoria precenta tada su superficie cubigr €a de
verrucosidades de tamaRo Y forma muy similar,

concentrandose ligeramente en los exntremon. A esta edad ya
no se observan lus relieves septales.
Aumanto 450X. bBarra 10 ua.

Figura no. 7.-Micelio de M. cants dyegdénico/M.E.B.

‘Cultivo de 3 dias de  evolucion. El aicelio es muy

haterogéneoc en’ su moerfplogia y dimensiones. Es mas grueso
que &1 micelio de }§, capis, sut ramificaciones se obserwvan
en diversas direcciones ¢ incluso hay engrosamientos
amorfos de los cuales surgen varias hifas en diferentes
direcciones. Con frecuencia se oubservan hifas  con una
apariencia de variams asferas unidas. €n su supertficie
presenta ornamentaciones de vanriaos tipos Qque van desde
varrucosidades como pequaias esferas, ssferas mas grandes §
hasta verrucosidades amorfas de diferentes tamafios. Su
apariencia ' en ‘goreiral w«» de tipe coral. No muestra

-/ desarrollo de magrotonidias.
T Auments 700X. Barra 19 um.

Figura no. 8B.-Micellio de la cepa atipica de M. canis/M.E.B.
Cultivos de 13 dias de evolucion. Presenta una mezcla de
wmicelio normal (en dimenciones y morfoplogia) y de. tipo
dysgonito en Ccuyo caso &s mas grueao que el normal, se - la
observa con frecuencis relieves septales y su superficie os
rUgosa presantando ornamentacidn de tipo verrucesa - de
diforente morfologia y tamaRo. Pierde la apariencia tipo
coral de la cepa de M, canis _dysqgénico de la cual proviene.
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,si observan farmas tean | distorclonadai df  las qui no aw
tiené la certeza de tratarse de una hifa o una macrocanidia

con un muy alto grado de divtorcidn que a Juzgar por su
ornamentacion pensamos se trata de una sacroconidia
dysgoénica.

Aumento  1000X. Barra 1 um.
Ficura na. Q.-Hicelio y Macroconidias de la cepa atipica de M.
M.E.B. -
"E1 -iceliu de csta ana presaonta baAsicamente las miumas
caracteristicas dm la fotugratia no. 8 pera la propaorcién
de micelio aparsntemente normal aumenta en «] trangcurso de
las resiembrac. S¢ observa una macroconidia dysgénica con
una apariencia seminavicular y su extremo distal curve, el
cudl wsta cubiwrtoc con verrucptidades. lLa flecha muestra -

hifa reflexiva.
Aumenbn‘looox. Barra 1 um._
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PIES DE FIGURA
Flgura no. 10.-Micelio y Macroconidias de la cepa atipica de N,
‘. ganis/M.E.B.
El micalio presenta una mayor proporcion de caracteriaticas
norsaler como grosor, direccidén, etcy pero con frecuencia
s« le observo ornamentacion de diferentes tipos nunca vista
#n - la cepa normal, algunas de estast como la vista en esta
micrograftia que presenta ornamentacidn  tipo piriforme.
También a¢ mucstra una macroconidia aparentemente atrofiada
N "en su desarrollo con un pediculo de Xnnerclon MUy grueso,
e . %u extremo distal curvo vy un ndmerc - de 3§ 4 relieves
septales.
Auasnto 1500X. Barra 1 um.

Figura no. 1i.-Micelio y Macroconidias de la cepa atipica de M.
ganis/M.E.B.
Bae obierva unia macroconidia que ademas de su @extremo daistal
curve presanta ornamentacidn muy heterogénea en forma vy
dimonciones presentando desde esferas pequeas hasta un
tamaio de aproximadamente 10 veaces las anteriores, algqunas
de las cualex se mostraron coms gloebos desinflados y otras
s* les vio unidas a 1ia superticie de la macroconidia a
través do un pediculoc de insercién. Notoese 1a diferunte
ornamentiacidén del micelic tanto en forma de pequeRas
protuberancias como en forma de espinas.
Aumento 3000X. Barra 1 um.

Figura no. 12.-Micelio vy Macroconidias de la crpa atipica de H.
cants/M.E.B.
HMacroconidia delgada con sy extremo distal curvo sin  1a
forma navicular caracterigtica y crnamentacién heteragénsan
wn distribucidén. Note las diferencias en la osrnamentacidn
de las amacroconidias uledafax no siguiendo e1 patrén
caracteristico aun cuando presentan la forma navicular de

H. canisa.
"Aumento. 1000X. Barra 1 um.

‘Figura no., 13.-Micelioc y Macroconidias de la cepa atipica de M,
canjs/M.E.B.
Macroconidiz con ru sxTremo digtal Prifurcado,’ sSuys
heterogénsidad en ornamentacién es muy marcada.
“Aumento 1000X. Barra 1 um.

Figura na. 1d.-Macrocanidia de 1la cepa atipica de M.
canis/M_E.B.
Macroconidia  con sxtremo distal curve y ornamentacidn poco
coman ‘er esta cepa Yy nunca vista en M._canls formada por
dos estferas una sobre de otra unidas directamente scbre  la

superficie de la macroconidia y cuys extremo distal
presaenta una @structura con fairma da mechén. . Csta
ornamentacion fue vista en un namero de 1, 2 8 3 y cuando

e .ohservaren 2 womo | esta micregrafia.  fueran .
bilateralmente simétricas. . .
Aumento S000X. Barra 1 um.
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HALLAZOO DE PARTICGULAS VIRALES _EN. LA CEPA DE N._Canis

dysgonicq.
La preparaciaon de las muestras para su observacidn en

microscopia mlectronica de transmisien se dividid en dos etapasy

la primera cansistio an hacer tinciones negativas del

sobrenadante de cultivo liquides (SHL)Y dee las cepas de M, <Canisy

M, vanls dysgdnico y ia segunda, en incluir sn reatina musstras de

ctultivas dr 1S & 34U dias de desarrollo en mrdics dew SDA y medio

d® arrozg de las 2 cepas, observanda tortez ultrarfinos de #atas

por microscopia electraonica de transmisidng coamo se describe on

mateviales y métodos.
En las ohservaciones de las preparaciones hechas por tincidn

neqative se encontro que en el sobrenadante del medio de cultivo

liquido de M. canis dvsgonicy y s#n su #stadio de cepa atipica de

e canis., contenia dos tipow do particulas virales con una
estructura icosatdrica alargada como puedr verse en la figura nco.

15 y 16,4 eu%as particulas virales presentaban (cuandoe se obssrvan
al parecur integras) un cuzrpo de tipo tubular unido & la cabmza
del virus (figur.‘nn. 17). Casi Ia totalidad da @alos cuerpos
cﬁbﬁlar;l se pRnRcontraron ssparados de la cabexa vy 'uniénu antre
;llns farmando - grandes polimeros alrrededor d# los cuales 3@

lécallzaron un gran namere dJde cabezas de  particulas virales

{tigura no. 13>,
-€1 sgbrenadante del medio de cultivo de la cepa de 1. canis

Ctue negative al  hallazxgn de epstas particulas virales, al fgual

- qua low cortes ultrafinos de este hongo.

Las observaciones de cortex ‘ultrafinos de la cepa de M. -
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canis dxiggnigg Y cepa atipica de H. gangﬂ p-ru{tia ia
observacion de estas particulas virales parmsitando las hitas del
hongo. Estas particulas ze localizaron -n *1 interior de las
~hifas y la. pared de las mismas. Cuande se encontraban en el
intrriory, se cbservaron en cualquier parte, sin mostrar
pr:fnr;ncin por alguna estructura intecrna vn particular {figera
No. 19>y sin‘nnbargu la cantidad Jde¢ particulas vivales observada
tfus -;yor an la  pared célular de la hifa que en su interior
(tigura me. 189 y 20). Tambi¢n fueron observadas estayw parcicula;

virales compluetas sobre la superficie externa de la hita en una

posicidn con el cuerpo sobre la superfitie.
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PIES DE FIGURA .
Figura no. 15.—T1nclﬁn nogativa del sobrenadante del medio de
£ultive BDL de H, cante dysgénico/M.E.B.
B observaron dos tipos de particulas wvirales de foraa
icosahédrica alargada (flscha) y un gran ndmurc de GCusrpos
de estos micOfagos asociados fornando grandes polimeras.

Figurs no. 16.~Tincidn negativa del sobrenadants dul medio de
cultive S8DL do M, canis dysqoénica/M.E.T.
Particulas virales de tipo icosahédrico alargado de dosx

diferentes tamafos, & m®mayor aumento que la microgratia
L antertar.

Figura no. 17.-Tincian negativa del sobreanadants  del medio de

cultivo 8DOL de M. canis dysqépime/M-E.T.
Particula viral cospleta, observanduse @l cuerpo unido & 1a
cabeza.

Figura no. 18.--Corte ultratino de M, canis Jdysgonico/HM.£.7.

Be observan las particulas virales vistas anteriormente por

tincidn negativa, parasitando @l hongogy wn citoplasma
(flecha).

Figurs no. 19.~Corte ultrafino de M. canju _dysqgonigo/M.E.T,
e observen las particulas virales en citoplasma, dlntro de
las vacuolas y en la pared célular.

Flguras no. 20.~Corte ultraftino de M, cants_ dysqinico/M.€.T.

Se observan las parkicula virales un la pared célular donde
se obsarvaron mas comunmente.
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EFECTP DE LA  TRANGFERENCIA DE LAS  PARTICULAS VIRALIS DEL
mmt DE M. _ganis dygaeonice, EN EL DEBARROLLO DE LA - CEPA
NORSAL DE M, Canin.

E1 sobrenadante de cultivod en medino SDL de M. _canis ¥y de M,

kanin dysqénico de 30 dias de desarrcllo, se anaiizaron a traves

de tinciones por microscopia wlectrdnica de transmisidn. E1

cultivo de M. Canils _dyangenico sé desarrollio como cepa atipica de

u,k SANLS- E} sobrenadante deM. _capjs dysqénico se prefiltrd en

membranas de 0.43 pm de poro ¥ posteriormente 2e filtro a travis
" de membranas de 0.22 pgm de pore, Una fracidn de este scbrenadante

s¢ agregé a medio SDL fresco y sae itnocule con micelio vy

macroconidias de M. canis observanda su desarrolle 'y
comportamiento durante 21 misgmo y describiendo detalladamente sus
caracteristican mACro v microscapicas, al finalizar su
desarroliog al igual que &n las cepas control de M. canis y de N
canis dysggnigo, como ss descride «n materiales y metodos.

La tincion nagativa hecha al sobrenadante de M. _canis y de
i1a cepa atipica de H; ganis reveld la ausencia y presencia de
parlicuia- virales f-upoctivam-nta; & tra§6£ d; microscopia -
:-lﬁ;troﬁiéa" da -trinsﬁA-;on. Estas particulas presentaron una
astructura icosaédrica alargada de dos diferentes tamaios (figura
no. i8S vy 16> como ae describe en. «1 inciso anterior.

: El grado de desarrollo con respecto al tiempo en las cepas
control (M, canis y 4, canis dvsgdnico) y la cepa de g; canis mas
el 'Inﬁﬂnnldlnta de M. is_dvegénice,. fue muy similar, asi como
an la -ayu;xn d; wus caracteristicas macroscdpicas, obsearvandose

on ‘-tas una textura ‘aterciopelada con pliegues irregulares
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crecisndo con una aparlencia acartonada zobre la }upcqflcic del
medioy sin embargo ase notaron algunpas diferencias en las que 1Ia
copa de Y. Ganis mas lus particulas virales de M. canis dysgdnice

mostré una mayor similitud con esta Gltima (que se manifasté como

cepa atipica de M. _canis) que con la cepa de M. _canis como  por

fjemplo, una rolonia de color ante mas obscuro, una aparisncia

acartonada mas pronpunciada y un  pigmento »n el medio mas opbscuro .

que ol observado en la cepa do M, _canis.

Las caracteristicas microscépicas de Jas tres cepas

analizadas, a travée de tinciones con azul de algodon lacteteneol

mostraron que las cepas de M. canis y cepa atipica de M. canis
tienen lazx mismus caracteristicas obgervadas en @ medio SDA

descritas en el primer incisg de resultadoes (Dascripcidén

marfolédgica detallada de M. canis y T _canis dysgonigo en su

primoaislamiento y a travées de varias resiembras, utilizando

.microscopia de luz> y que corresponden a la morfologia que las

-taracteriza A cada una de ellaz,

La cwpa . de- anis mas 1;; particulas  virales ael

. sobrenadante de la cepa de 1) sgonico presantod

caractericticas micru-:épicis propias de la cepa atipica de M,

capis (descritas detalladamente al 4{nicio de este capitulod

observandose micelio vegetativo aparentemente mormal y en menor
“proporcidn micelio dysgonica, macroconidias con forma,
‘ornamentacien y septaos normales v un menor  namero - da

mécho:nnidias tipo dysgénico que se caracterizaron por presentar
alteraciones morfoldgicas como axtrema distal curvo Y

macroconidias en forma. de "8"  entre atras malformaciones, el
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nannro de nnptos varid de L & 6 ¥ Su ornamentacidn se oh;.rvo mas

prnnuhctndl qul ia’ d- la capn nornnl.
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VIIi. DISCUBION.

Lta descripcidn morfplogica detallada, de M, capjs .y nN.
zanis dysgénice en su primcatslamiento y durante sus r--lpnbrn'
’&tiliznndo microscopia de luz {cuadra no, 1 Yy 2 ) nos dan
ﬁrlncipulmrntt doa tipos de informacidon, en primer  lugar, 15{
dlf:rnncia: morfologicas (macro Yy micropscidpicas) que clasifica
como Gepas diferentes a Y, canis y M. canis dywginico .y en
n'gdndo lugar wl poder relacionarias en torno a la cepa de M.
LI

El1 anadlisis do n;;_gﬁnig__gx!ggnigg en este exprrimento
murstra  que sus caracteristicas ®macro y microscopicas Un
diterentes 60 s0lc a la cepa de N, canis (Figurano. &, 2y 3 )
st no también & los demas tipos da dermatofitasy caracteristicas
que en caso de ser estabien an la cepa, seria difticil
relacionarla con una especie especifica de dermatotita. Sin

ambargo, &1 haecho de que esta cepa en inestable en cultivo

(Cuadro no. 22 produce ’un. cepa atipica de M. canis qus se
Vclrncterlxb mtre otras vstructuras n el desarrollar
macroconidias propias  de anis, lo que nos permite

relacionarla con esta wapecie del género MNiGrosporum. Las

‘nntnblq- diferencias aarfologicas entre las resiembras y a3
pr(uu:ulcivn hace ﬂ!cnsario diferenciar estos dos  distintos

:;ﬂatndte: POT 1o QUi ww@ b dikioinkitedo wi N Geso CepA Atiplca de -
Me  cAnim, :arécgnr{iada principalments ﬁor' ﬁrl:cnt;r’
-;acrocnnidius tants normeles come dysgdénicas (extremo distal
.curvo, ‘forma de “S" stc.) y micelio normal y dysgbntco (hifas mas

grursas, ensanchamientos, distorsionadas, reflexivas, stc.> entrs
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otras caracteristicasy Yy en el otro M. canis_dysgoénico obtenidoa
en ol primsaislaniento vy en las dos primeras resiembras y gque su
caracteristica principal es el pro&ucir colonias totalmunte
carentes de ‘macroconidias y cuyo micglin vegetativo esta
distorsionado comparado con la cepa normal de canis, -d?ﬁds d;
prnducir hifas roeflexivasy por ello, #n este trabajo los hamos
1lamado con estos - nombres gquw cagcuerdan y cascriben en pocas

p.labrls las caracteristicas gque los distinguen y que ya antes se

han reportado con estos nombres con los mismos fines 17, 18,

19>,

La mayoria de 1os reportes, concuerdan, al igual que lo
encontradoc sn este trabajo, que 1a cepa de M. _canis dysgdénico es
muy inestable en cultiveo (17, 16, 42), dando origen a c«cclonias
aélpicnn que producen macroconidias normales  de M. Canis vy
macrocaonidias distorsionadas llamadas’ dysgonicas. Como ‘nuedl

verse en.el Cusdro no. 2 al paso de. las resiembras la cepa tiende

"a aumentar la pruﬁorciﬂn de caracteristicas normalos e incluso

cono -i dijo. ean resultados a dar una cepa aparantemante noraal n
la 6a. resiembra wn madio de granos de arrozyg resultado que ya ha
;1do Tepartado en 1a literatura, donde a partir de una cepa coan
:-r-ct-riitic-s de M. canisx dyvegdnjco en la ter. resiecbra en

ediu de granos: de Arroz . se obtilene. una cepa con caracteristicas

‘-1:rni:npié.l tlpicil de ﬁ, canis (42). Este comportamientn

origina varias - presguntas, comoy sn que magnitud es inestable la
cepa por ella misma, 0 i al resembrar se esta seleccionando-una

u otra caractreristica, ya que comt observamos @l porcienta . de

macroconidias y otras caracteristicas atipicas no  decrece
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‘ligpianda un pitréh determinadoy pudiendo deberse a que en ©1
i momento de la resiwmbra el indculo tomzdo de un determinado sitio
de¢ la colonia con una u otra caracteristica influye wentre otros
fgqﬁurv'. #n ¢l fenotipo de la nueva prngcnit. £3to concuerda con
lo rnpaftadn'én la literatura, donde al resembrar cultivos dirﬁL
“ganis dysgénico d; diferentes partes de tu colonia se obtuvo en
llqunok casor cepas  tipicas de M. canis, en otrns cepas atipicas
q- H. canim y en otros copas de M a dys ig 1), BXQ
Vamhnﬁgo,‘a- clara ia inestabilidad de la cepay independientemsnte
'd-. iu. comportamiento durante sUs resiembras, ya que desde 2}
primoajslamients .al envejecer. #ste, en algunag zonas de la
';nldni..dnlarrullﬂ cepas atipicasy. e inclusu, &l analizarlo
microscopicamente desde que los cultivos eran jovenes, s» observod
miceltio aparentemente normal del que se uriglnaba micelio
dyegénices y vicevearsa, ubs;rvaciunun tambi#n sncontradas en otros
trabajos (18>, por 1lo que seria d= esperar 2] posterior
N &n}arrnlln de 1;5 cepas atipicax conteniendo caracterilticas
‘aparontement- normalex mezcladas con atipicas. En ecte trabajo el
indzulo fue tomade al azar y de cultivos maduros§ por ko que
‘‘crewmas se pudo favorecer el crecimiento de cepas atipicas en lql

ditferentes medios y tipica de M, ggﬁis en la Ba. resjismbra en

" granaos de arpror.

Para. llevar-a  cabo -una  comparacisn mas precisa’ que ia’’

obtenida por M.0.5 de la morfologia de M. _cgnis, M. canis
Qx!géniéa Y cepa -tiplcy de HM.__canis se realizd un analisis
_ulﬁrllltructur-l de las tres diferente:x cepas a través  ds

Micrascopia  Electrénica " de Barrido, encontrande diferencias
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morfaldgias importantes que no pueden ser visktas 2 traves del
microscopio de lux. Comeo ﬂ; descrlbs detalladaments on rosultadas
la cepa de M. ranjs mostrd las mismas caracteristicas vistas por
nlﬁro-cnpla de . lux, . pers se  pudo distinguir Yy seguir mas
Ja;allndnnunte los cambios "que «xutre la cepa durante su
H;Ear;clln hasta su vejez principalmente #n 1o que se refiere a
las estructuras de =su crnamentacidn y poder dar una idea mas
wlara de la morfolaogia, dimensiones y distribucién de las mismasy
@aiandonol a«n estas observaciones se desarrolld un esquema donde
se resyme 1o que consideramps constituye e1 desarrollo
morfoldgico de M, ganjis desde el inicio de su crecimiento hasta
‘su vejes reportado en la figura ne, 2!, Igual que como se hizo
Pirl S & . s2 desarralld wun esqguemx donde st rasume 21l

degarrollo morfolagico de M. canis dysgdnigo y de la cepa atipica

de M, ganjs reportado #n la tigura no. 22.
El anAlisis de las resultados del estudioc morfoldgirco hecho
por M.0, ¥y M.,E.B. de las 5 cepas junto con los esquamas deducidos

de swtom resultados, confirma las diferencias morfolégicas entre

) s . canis .y M, canis_ dysgoénico, y la subdivisidn de esta altima . en
[ Cupa atipica de N, . caniy como consecuancia de su fnestabilidad on

cultiva, permitiando clasificarla come cepas distintas y que cuya

relacion con M. _canis las pédumns denominar como cépai variantes
de M; canjx.

Existe un gran namerao de reportes de capas atipicas de ﬂL
canis en diferentes partes del  mundo y de diferentes fuentes
¢humano, mono, etc.) (17, 18, 19, 34, 42) por lo que so hace

iﬁdxsp-n--ﬁl' wl tratar de averiguar < cuales son los arigenes y

~ESTE TESIS W3 OERE
CgHR BE W msUdIEDA
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_causas de sste tipo de altevracian, por dos razones . principaless
T entre otrasg por un lado por la importancia en &1 mecanismd y en
la Sxologl-'nulecular del fendmeno #n i, y por el otraey por las

implicaciones y trascendencias clinicas que pudieran provocar

T aate £ipo de alteraciones, ya .que .Como sr Teporta en la

literatura (42), cepas con las pnismas caracteristicas, denominada
como M., canis lampifioc ha llegado ha representar una tlrc.}n parte
parte del total ¢e los aislamiantoss de M. canis causante de Cifa
corporis, ®#n un estudio epidemioclogico hecho en Oran Bretafay y a
pesar aw que las nanif!at-ciants clinicas que causa Xabxnfcccion
s0n iguales a las causadas por M, canis, s desconoce si pueds
praducir en un futuro mayores alteraciones o 31 las ssta causando
sin ser detectadas ain.
€1 . estudio de resirmbras progresivas on medio SDA de H,
canis dysgénico (Cuadro no. 2) a partir de su primoaislamiento en
medio HMicobiotic muestra un cambio de una copa- con
caracteristicas atrofiadas no solo a nivel mortfol6gico de las
estructuras que desarrolla la cepa normal v de su crecimisnto, si
-ho.. tambidng fenotipico ya que por alguna razén se ve impedida la
"Isparuliﬁion asaxual del hongo  en =l _nrimni!slaninntn y-en iné'
Vﬁfindran rnsﬁimbra‘; asi como de micelio y macroconidias normales
y atipicas de f,_canis en diferentes proporciones asn BDAy L 1T}
aparicién inmedimta de las caracteristicas en la ler. resiembra
o*n mi§1a de arvoz y la obtunciotn de }a cepa con caracteristicas
de M, canis #n la 6a. resiemdbra en granos d® arroz§ origine - lia
pregunta de si este tipo dl- alteracion pudiera debersse o

extuviess en funcien de distintas condiciones nutricionales; por
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la gque se procvedis 4 un $PJunilo superimestne Sands 3# anaiilzd el

compartasiante de la cepa de M, ganis v M, _ganyw dysganigg  en

distintas candiciones nutricionalessy diviciendose bawicamente =29
don tipos de mediosy l)Madios pabres v ZiMedios ricos.
Coms puade varse an resultados, ia capa de M. s v N
dnice tants #n maddion pobrow Zome  #n mwdios ricol
cOonservyan sUs Caracteristicus propias de cade una, hacisndo la
ebs;rv-:icn que #n nedios pobres ¥y en la mayorid de los ricos M,
Vn b3 ro 2% manifestd macre ¥y microsciapicassnie comoe  cepa
atipica do M., canjis- En medlps pobres =l desarvoelle coloenial
{Cuadro ne. 3) v;rlo ensre io%  difarenres onuirientes vy
cancentracianes de los mismos teniendo un mejor desarroilo M,

canis an dextrosa, manosa y fructoss y la cepa atipica de M.
zanis & astas misoas .mAs  arabinosay 1o que #5 intsresants
resaltar 23 la retacidn gque hay =ntre ssts Buln desarrallo
colonial y la produccian de macroconidias (Cuadro r20. S) ya que
la cepa da M, capis tueve wn general una Dbaja produccidén de
macroconidias comparada con la cepa atipica, Ino que ‘pudisra
sugeric que ecta Vltima tianen requarimientos nutricionpales menos
4Etrictns para una busnk. espsvulacidtn, de igual manera 1la
produccidn de microconidias (Cuadro no. &) on la cepw atipica fue

Vho solo positiva an algunns medios si no inciuso auy abundante sn

Vt‘iﬂlha y an maner. grado en_ dextrosa y fructuosa mientras qu;‘i;

cepa de M, canis fue mparsntamente ncqaiiva %0 todos estos medios’

‘s la produccian de estas eastructuras, lo anterior muestra que en
unos cascs la exprrsién ¥y en otros 1ax me'dor expresidn . de. un,

f.notipordadb N la cepa atipica de M. canis que en H. canis baio
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i;l ) -xn-ﬁi condicianes  nutricionales que la  cepa atipicay
‘ohinrvando fue no  solo . hay diferencias en  su fenotipd wi no
‘lahi.n‘nﬂcltri una mayar o tal ves -'Jor‘nxpr-ston genutica de
1la cepa -tipicn de M, Qanis #n estos medios. Ademis corroborae
que los cardohidratos =on - el nutrients principal para e}l buen
desarrello de las Cepas mas yur 108 amincacidos y vitaminas, Como
s ha observado anteriormente f2). Ln'proau:ciaﬁ de. pigmento =n
medio BDA sisspre tur difsrente =n  ambas cepas (inar!llu
brillante en B, CANiY y amacille obwcurne en 0, _Caniy_dvsadnice v
Cepa atipica de H, _caniy en medioc Micobiotic y 6GDAY 1o qu-‘
musstra. que existen taabién difer#ncias entre  estas a nivael
$tnwu£nl:n. En ewte estudio (Cuadro po. 942 se sngontrd una mayor
sansibilidad en la cepa atipica que an-la !ipi:l‘d. B nanig a
“los - diferentea nutrientes y a las concentracignes de los. misaos
en donde . w1l metanolismo  para la. produccion el metabolito
‘r.-pén--hl. de la pigeentacisen al reverwo e ia calonta, wn
nlqﬁnnl capgs fum igual a la cepa normal, en otros negative, y en
etros amarillo obacuro caracteristico de M, canis _dyrgdnicey  lo
duo' da  pauta a una futura caracterizacidn bioquimica, ademids de
ser_ un qh-blu que pu-ib!on'nt- acliare  lac d1r-|-nuzan on 1a-
:inpr--tdn gun.ticn « nivel -ctqhdltcn de las cupas.
I3 :unpnrt-.l.nto d. u‘_;,nll vy N, canis dyaadnico l-mhrndnl

an estos diferentes asdios ¥n donde ambas Cepas conservaron sus

caracteristicas proplas y que ean ninguna de las condiciones
nutricionales, ni una ni otra de  las copas revirkid al fenotipe

de la contraria, elimina ta ponibilida de debwrse 1a alteracidn

de M. canis dvsadnicp y su cambio a H, ganis en medio de granas
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: ds ;rrnx, a c&ndlciuﬁln nutricjionales al menaw wn las condiciaghas
’ulldll n ante experimento. Estos resultados se ven apoyados. por
law: datos lnconErldo- -n ta literatura ¢(18) dande "a} usar mediox
Compuswtos con una de varias vitaminas y libres de agar Lkase no
-n:uintrln :--bia- an las c;ra:euriutica‘ dé la copa atiplce de
Macanie-

S1 el cambio de M, canis,  dysgénica a cepa atipica de
canis #n ,medic BDA, medios pobres y medios ricos ¥ & cepa normal
de 4, _canis on la ba. rasissbra an ardioc de granos de -rhnz. ontd
inrlu-n:l!d.'o detserminada por condicionew nutricionales, np esta
ciaro aun, ya quesr tanto los medios pobres comoe los medics ricos
fuuﬁnn seubrados a v-rt!ﬁ de la misma primer resismbra en SDA de
i canty dyaginicn que  presentaba las caracteriuticas propias de
eata cepa, resultandos en 8DA y en todos low medios pobres, _en
colonias atipicas de M, _canjis aientras qgue en medios ricos

contrario a lo que s& espearaba ' basandonos «n los resultados

sncontrados on medios de granos de arroz, se nbtgvo en algunaw
caondiciones (haxlpg dw arrdzr . al ax‘nAn polipeptona nl{Ux),una{,
>:uﬁn con tar-gt-rf‘tlcn- de h*_;sjnlg;;gzéggnlgg, en atras Cen el
resta da :Snu-ntrlcson.l de harina de arrox y polipeptonad
micalia dyloéhihﬁl y normal ¥ una baja cantidad de macroconidias
con 'éaf;ce-fk-tinnl normales - forma v dysgonicas an
ornamentacidn y finalmente an moedio de arroi al B8X (concentracidn
‘mlwgida” por pral-;t-r _una buen ‘desarrsllo colonial v una
solubilidad adecuada) man dextrosa al 2, 4 yta: + dande sn‘nbtuyb
.unn desarreilo colonial txcclfnt- Y sobre todo una produccion da

" macroconidias muy abundante pwﬁd can’ ‘una muy hltn'prnpnrcton won
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ggracb‘r(stxcas dysagénicas y atipicas «n més de)] 50X, ademis de
producir micelic  dysgonico y normal, Estoes resultados juntd con
" los obtenidos an ®1 analizis de lag resiembras concecutivas en
.;-d;of&n EDA y. medin de granos de arcozx  a o partir  de M. gapis
dysqepigoe - indicen que el wmejor medioc para =] desarrollo de la
cepa atipica de M. caniyx #% =} da harina de arrez a1 9% mas
cuyalquiera de jas treug concaptraciones de dextrosa (2,4 y 0%,
siendo la dextrosa (cnmparnndn‘con la tabla no. 2,3 y 4) una de
luu_nutEi-ntlt escenciales para este sfecto, que al parecer ss ve
Quqcntado Por ui harina Je arroz al 8%y mientras que con harina
de arrepz al 4%  mas polipeptona &l % y 1la ausencia de un
carbghior.tu exdgeno, o3 el medio en qu-'uédgﬁnil_QXAgﬂnlgl
conservd me#jor sus caracteristicasy este compartamiento concuerda
ICan los datos dincutidos anteriormente y lox amplia con rnlp?cto
cal comportamianto de M. canix_ dysqénicg ya que esta 6ittma cepe
pParece  tensr  requarimientcs nutricignales menos dependientes de
tarbohidratos que la cepa atipica de M, Ganjs Yy esta a su ves
pr-;-ntnn requerimientos nutricionalas menos estrictos a los ~ de
18 " cepa ﬁip;cl de M, canis. EL comportamiento de las gepas en

" mediow ricoe reitera  lo  observado en el nxp-rimcﬁto de medios

pobres, mostrande diferencias significativas en las
quﬁuerimi-ntqq:'”qutricionnlal de  cada una,: indi:ln:onoir qui”
aparentemente - su bioquimica L33 difersnte ant como 'lué_:

_raquerimientos de las mrtabolitos usados para  elloy. observando
que M, ggnl-' dyngonico depende. mas de . los nntnﬁnlito;v
provenientes de fuentes proteicas (polipeptonad mientras que tas ’

:iﬁ‘n tipica y atipica de H, canis dependen mas de :arSahidra;u-‘
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(dextrosadly '-ultrnndo una  amayer similitud  entre  estas - dos
dltiman. De cualquier manera aun cuando s& ve cierta ralacidn

antre las. cepas y w1 eedic en gque mejor desarrollan " sus

nét-risilc-‘ fanotipicas no hay ningan dato conclusivo de ®ata
;;liciﬂn. adwnaés de gque “seria  necesaris hacer rn-ieﬁhra{
sucesivas an estos madios para saber si concervan su fun‘ntipu o
1o mpdifican como. se obuervd en ¢l  madio  de SDA vy d? granos de
arroz. N
El hecho de que las alteraciones de M. canjs dyzgoénicg sean
heredables pero gque no sean cnn;eantal en futuras resfembras a
pEEAT d-_qu- proviensn de 1lb misma ﬁ;r-nc-l; qus -4tg capa, por
su inestabilidad en cultivo de origen a la cepa atipica de H.
’ canis .y q;- 1as nlt.ri:lnnnl tante en i micelio como en las
‘-acro:nnidtni en la cepa ntipléa de M, tanjs no asan igu-‘n:
entre ellas y sobre todo la variabilidad en Ja proporcion de
caracteristicas atipicas y tipicas en law difersntes resicabros,
‘_luqirlc la presencia de  un factor extracromosomal que pudisra

sntenerie, walirse, transmitirse, heradarse,stc., afectando  de

7§i;' ente uln-fn ak hunqn"rlc éuw fguuqqrin,’ una ﬁi@ar,&é
‘qlt-rnciun-; (como lo gues observamos> Y no una sola si es que -
:hltt tuviera  un  dnice sitio. de ‘unién al genoma, en ddﬁdﬂ
permansciera  de msansra. estable wte, causando simpre la misﬁa
Pltiracien. E-!-l.,cqr-ctnrltti:al Cohcuerdan Con 1; posible
. :pfn ;héia'd- Dﬁﬂ lxtr-crnnqno-nl de origen vifal que & 1ncufpn}e
al ﬁnngn‘ dande  como resultado alteraciones cﬁ» el:,f;ﬁugiﬁ;yJ
orjglnll; Por estas. razones se disefd un experimento dirigido a

. ll’pblibllidad ds encontrar particulas virales en esta cepa, coino’
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bn;lbl-i rvespansables de su variacidén con  respecto a la cnb!

Vnurmnl- de M. canis, utilizando para sllo microscopia Electrénica

" de Transmision. La pr.lnnéla de wvirus wn hongos conidiales, fue

descubierta desde 1968 (11) al ercontrar una sctividad antiviral

relacionada “a cultivnu de  Penicilijum’ stoloniferum: (&) vy

Penicillium_ foniculomuym (3I5) que ‘lox 1levd a encontrar la primer

avidencia de particulas virales y ai degscubrimianto de RNA ds
dable cadena ds origen viral en hongos, en afos posteriores la
evidencia de virus sn  hongos, principalemsnte contanisndo RMA de
doble cadena ha crecido substancialmante (11, 39) perc en todos
luos casos se trata de hongox sapréfitos. '

For sstas razones se diseRid un experimente para buscar virus
an 1a cepa de - canis 4 dn encontrando que &1 andlisis &

través ds Microscopla Elsctrénica de Transmisidn, reveld la

“pressncia de particulas virales tanto en @l sobranadante del

medio de cultivo como, parasitanto este hongo, misntras que en la

cepa  de M. canis fue negativa a la presancia de estas particulas

wiralez. Hallazgo que ec. de ér-n lnportlnéiﬁ.na solo por ser el

Uprimar reporte ‘de 1a pressncia de particulas virales  parasitanto

huﬁqn: patng-né! directamente aislados ds una infeccidn fadngica,
si ‘no también - por su pustbli relaclén an las alteraciones
causadas en M. capjis dvsginico y cepa atipica de M. canisg asi

como . sSus . implicaciones en la patogenicidad del hango,'ya'du- de

‘acuerdo a lo reportado (19) se encuentra, que las I cepas fueron

capacss de causar infeccioan an cuyes, produciendo las  missas
manifastaciones. - clinicas 'y pudiendn. reaislar las mismas cepas

inoculadas de  las lesiohes, - pe#ro . que - fue necesario utilizar
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dlf.rlﬁt.i_indculol an cadi cepa, sugiriendo una valacisn en su

virulencia.
La .pniibx- relacign como causa directa o indirecta ds las

alteracionss en M, Canis _dyaqdpico vy cepa atipica de M. _ganis se

transftiriendo particulas virales
'purific.d.- del scbrenadante del medio de cultivo de ﬂ; canjiy

dygqonico a un cultive dm M. _canis en desarrolloy causandole a
M. _canix y

particulas viralrs la causa de las

sstudio en este trabajo,

‘Olt-,‘altarnqlnn-l propias de la cepa atipica de

comprobande ax!{ ser estas

alteracivnes de esta cepa y reiterando =1 hecho de que estn'-s

utia’ variants de My, caniw. Estos hallaxgos abren

sspeculacionss en torno a estas particulas virales

una serie de

como, si estas

pusden tnfectar copas patigenas de diferentes hongos, lo gue

abriria la posibhilidad de que en su genoma lleven algun fragmento

de otro genona fangi:n que halian infectadoc anteriormente,

tf-niportnndo caracteristicas genéticas de wna cepa a otra,
pudiendo varlar la patogenicidad y wirulencia de estas cepas, ya

sea . por variaciones en la expresion o informacion gendtica del

propio honge permitiendo, evitando o amplifticando la expresidn de

determinados genes del hongo o expresando Fragmenbos gnhnmiﬂt-
‘ganew prnanlQnt-l de octran hongon que tranlpaﬁt- &i virus, por
ey piﬁl Tal 1uigin-r una c-pn'd. Asperqgillus capaz de infectar

v(-l respiratorias psro que al estar intfectado por virus . que al

‘acarrear -i gen que codifica para la enzima queratinasa

proveniente de un"durnatofitn. le confiera esta propidﬂad

gu-rn:xnulittcng‘hnria ha este hongo muchp mas agresivo de 1o que

,e3§. #ntre otros muchos posibles ejemplos.




p=1-.

Estos rm;uitadnlrnbr-n nuevi- fwr-qunt;l, comn-el poéq;;rde
1a inestabilidad de Ia cepa y- cuaies san losw factores que
determinan estos cambios, asi coma  en que mementa  la cCepa

 ddquietd.la= caracteristicas de M,  canis dvsgonigo o las de cepa-
- agiéica de M. canis o si se puede dar la transicion de uno a ofro

: -ﬁ su habitad naturaly ya que ambos estadios han stdo aislados
directamgntes dp laz lesiones clinicas (17, 18, 19, 34, 42>y la
;nlacién virus—hongo, asi como las reperecuciones. de esta

.rvlncion 21 la patogenia del hohgn, la interaccion dcl.virun_ con
el gennma del hongo, que determina la inestabilidad de M. canis
dysqénico, ques  macanismo utilirxa para infectar, integrarse,
causar un sfecto vy naiir para  infactar otras células, atcy ;&i

. como:. las caracterizacidn del virusy como saber que tipo de 4cide

. nucleico tiene, su secuencia nucleotidica, stci dejando un campo
muy amplio de. estudio que por au importancia rlquigbe de ‘1a

_atencisn necesarvia para continuar dicha ianvestigacién.
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B . PIE DE FIGURA.
. Figure ne. 21.- Caracteri{sticas micraoscdapicaz de M, ganiy
U durante su desarrollo en cultivo.

. En-base a las observacionas hechas por microscopia
. aped y microscopia slectrénica de barrido, durante
=1 desarrollu de M, ganis en cultivoy se propones este
asguessa que simplitica la wvarjisdad de estructuras
observadas asl como lus cambios que  sufren estas
desde #l inicio de su Ccrecimieonto hasta su muerte,

" descritos con detalie en Tesu)tados,
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F1E DE FIGURAL
. Figura no. 22.~ En base a las obsarvaciuvnes huchﬂs por
microscopia optica y ° microscopia nl-ctrOnxca de
barrido durante el desarrollo de M, ganis dysadnicao
an cultivo, se propond sete Ssquess qus slmpliflca la
variedad - de estructuras chservadas, Las cambios que
sufren estas estructuras dJdurante  su desarrollo en
‘cultive basicamente sigquen ¥l mismo patrin que H,
canis (figura no. 21) por lo que No we ssquematizan
con detalle sn esta figura. En adBe muwstra la cepa
de o, canis _dusgenico que se obtiene an el
primocaislamisnte an medio Micobietic y priaeras
rasiembras an SDA y que Cuya caracteristica principal
es el presentar Junicamente ajcalis dysgdénicoe. La
Anestabilidad de ssta cepa an cultiva -da  arigen . a
boCupa atipica de M, gqanis Gue se caracterizdé por
prasentar tanto micelloe dysgénica come normal Y
macroconidias con caracteristicas tipicas de la capa
de M, Canis mais Racragconidias con una amplia gama dw
salforsacionsy lamadas dysgonicas.
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VIII.CONCLURIONES.

<~La cepa de M, canis dysddnigo en inestable en cultive a-l coman
durante sus resiembras, dands  arigen a una wepa con

caracteriasticas marfdlogicas intermedias entre la cepa de ﬂ*
canis v M. _canjis_dysgonica, llamada cepa atipica de M, canis.

2,~E1 andlinis de Ms _ganis. v - H. _cants dydgdnicg =n difcr.nt.h

condiclones nutricionales mostrdé gue;s
-a)No dgs un factor que influya o determtne Ias Alearlciun-s
vistas en M, canjis dvsqdinico vy cepa stipica de M, canjis, en

cuanto a los mediosn estudiados en este trabajo.

b)Los requerimisntos nutricionales de las x CEpAE BGH
d1farentexy obteniendose que al desarralla CT I caAniy
dysqadnicyg depende principalments de los metabolitow

provententes de fuentes  proteicas (polipeptona), migntras
que la cepa tipica y atipica de 3. canis dependen da
carbohidratos (principalmentes destrosa).

£)las difrencias en cuanto sus requerimientos nutricionales,
la ‘distinta senaibilided a difsrantes sustancias vy
concentraciones de las wismas y diterents produccidn. de

pigmentos FHETeEadOs al madin de cultivoy indican
difsrencias signiticativas &n la bioquimica de estas tres
capas.

JIe~Tanto =an el sobrenadants cuma parasitanda el hongo e
' encontraron particulas  virales en las cepas da M »
dysqonica y ctepa atipica de M, canisg vy su aunencio en la ceps
de M. caniy.
+»—La transtersencia de particulas virales del sobrenadante e
cultivos liquidos de M. _canis_dysgonigp a cultivas liquidos de
ca «n desarralioy dio <«omo resul tada cepas can
caracteristicas propias de la cepa atipica de M. capix,
mastrando que estas particulas virales sanr la causa de las
altaraciones vistas sn esta cltima cepa y confirmando 1a

estrecha ralacion entre wllas) pudiendasa  catalogar con

cavetnza que M, canis dysgonico y ocepa atipica da M. _canix =pn
‘copas variantes de u*_agu;g . A R
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