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II. Estudio micolégico de las cepas auioctonas vy
revision del granuloma coccidicidal en la Argentina.

&-.

Por P. NEGRONI

El granuloma coccicioidal fué descubierto por Alejandro Posadas,
de Buenos Aires ) quien lo estudié en colaboracion con su maestro
Roberto Wernicke, de ahi gue esta afeccion se la degigne, también,
como enfermedad de Posadas - Wernicke.

Su agente fué tan minuciosamente estudiado por DPosadas que,
n de los enltivos, poco es lo gue se ha agregado en

salve la obtene
los 50 afios siguientes. Lllama la atencién, sin embargo, el escaso
namero de observaciones que han seguido a la original, cuyos datos
fundamentales resumimos en el cuadro adjunto. v que ninguna de
ellas fuera acompanada del estudio micoldgico de los eultivos. Este
hecho ha motivado que en los B.E. U.U., donde se ha profundizado
el estudio de esta enfermedad, ciertos autores llegaran a dudar de la
autenticidad del descubrimiento de Posadas. Transeribimos al r
pecto algunos parrafos de la publicacién de Kessel, ®.@: The
first case of Coccidioides on record is supposed to have been observed
in Argentina by Posadas and Wernicke in 1891. However sinee no
subsequent cases have been reported from this aerea one may ques-
tion whether they actunally were dealing with the fungus we now
C. WG en gu tratado de

know ags Coceidigides smmitis; v Dodge,
““Medical Mycology’’, dice en la pagina 148: Unfortunately none of
the Argentine organims has been cultivated so we can’t compare

.} val shataadar
cultural characte:
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distica 1-,L casos registrados en la América del Sud, cifra que no

il (4 N T AT
(L™ refieren en su

hemes podide confirmar.

Nuestro trabajo viene pues, a llenar por primera vez, una sentida
necesidad, no solamente para la informacién bibliografica de nuestro
pais, sino también del exterior.

Como puede apreciarse en el cuadro, solamente hemos logrado
rennir datos de siete casos observados en la Argentina, dos de los

cnales son aun inéditos (casos N° 6 v 7). Este escaso niumero de
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observaciones no nog permite tener una idea exacta de su distribueién
geografica v de la sintomatologia inicial. Sin embargo, salvo los dos
primeros casos cuya puerta de entrada del parasito se ignora o fné
aparentemente externa, los restantes parecen haberse iniciado con
un cuadro bronvopuilmonar agudo semejante a la oripe secuido,
as tarde. de diseminacion metastagica como en las chservaciones
norteamericanas, 678

Hn Jos easos observados se trata de sujetos adultos, entre 20 y 50
anos, en contacto con el medio rural v contaminados, al parecer, en
tres zonas muy apartadas de nuestro continente, a saber: el Chaco,
proviiera de (érdoba v Pampa Central.

Esrupio Micondarco

a M £ 04703 ‘ A, te
mos a contmunacion se refieve a los

El estudio micoldgico yue expone
tres cultivos (eepas Nvos. 1751, 695 ( 3,5 de la micoteca del Institu-
cterioléoico “‘Malbrin ') GL nicdog por primera ves en el pals.

B agar sangre de conejo al 5 % sembrado en caja de Petri e
meubado a 30°C, la colonia llega a medir unos 4,5 em. de didmetyro

aproximadamente al ecabo de oche dias. s ligeramente saliex
lanosa y de un color hlaneo sueio con un tinte verdoso, en ocasiones.
Zonada o hemizonada (eirenlos conedéntricos con diferente cantidad
de micelio aéreo).

En agar caido glicosado al 1 %6 el misme aspecto de la colonia.

Eu el medio de Stanford ® : Las cepas Nros. 695 y 695,56 desarrolla-
ron formando un micelio adéreo fino, lanuginoso, en tanto (ue la
cepa N9 1751 formd una colonia plana, lampina, casi desprovista
de micelio acreo y con algrnas mechas en el centro (funiculos).

‘al es tudu, de nuestras tres cepas v siete norteamericanas, nos ha

‘obar que todas presentau, salvo pequeitas diferenciag
en 1'elauon con el medio de enltivo y la temperatura de incubacion,
el mismo aspecto.

Forwan colonias lanosas y algodonosas en toda su superficie ‘o en
el centro, zonadas o hemizonadas, es decir, presentando su micelio
cireulos coneéntricos. En los medio con 1% de grasa la colonia
adg L“ cre un tinte yaluubuu par Lreularmenie por el reverso.

Tenemos la impresiéon que la cepa N© 1751 ha perdido, en gran
parte, la propiedad de formar micelio aéreo, desarrollando, en cam-
bio, funiculos debido al tiempo ¢ue se la cultiva en los medios
artificiales.

En caldo glucosedo: forman una pelicala gruesa, himeda y lam-
pifia, sin micelio aéreo y wno o varios copos algodonosos en el fondo.

En el medio liguido de Stanford tienden, en cambio, a formar un

miceho aéreo escaso.



Caso

Autores ‘ Procedencia i

nimero | Edad
H »
‘ ) |
1 Posadas, A, 1892 (1) . ‘ Pampa central. 136 a.
2 Mazza v Pm‘odi,i
1928 (15) .. ... .1 Chaeo argentine.
3 Schenna v Mosto, |
1036 (16) ... .. .. 33 a
4 Negroniy Villafaiie, L.
1938 (17) .. ... .. Serrezuela (Cordoba). 41 a.
5 Jorge v colaboradores,
1946 (18) ...... .| Chaco paraguziyo. 38 a
6 Insausti y colaborado-
res (19)..... ... ... Cérdoba. 24 a.
7 Basombrio, I. v cola-
bhoradores (20)..... Rio colorado (Rio Ne-
ara). 24 a.




Sexo

Lesiones iniciales

Cultivos

Observaciones

M.

M.

M.

M.

M.

M.

M.

Pémulo derecho.

Tumor prelaringco.

Pulmonares con dise-
minaciin metastdsi-
Cil.

3roncopulmonares.

Pie derecho.

Estado inieial gripal,
meningitis.

Pulmén v huesos de las
extremidades.

No se obtuvieron.

No se obtuvieron

Cepa 1751,

No se obtuvieron.

Cepa 695.

Cepa 696,5.

Diseminacién cutdnea por

autoinoculacion?

Disemiracién metastdsica.

Digeminacion metastdsica.

Diseminacidon metastdsica.

Forma metastisics.
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Caracteres mic co
y de un didmetro muy desigual variando de 1,40, hasta 5 obser-
sandose gue lag ramag finas parten, en ocasiones, de un hlamento

G

roscopieos: el micelio vegetativo es po

presentara e flente v de canto.

El micelio vegetativo presenta los signientes elementos particula-
res: clamidosporos de 14 a 16 u de didmetro intercalares o terminales,
micelio en raqueta que mide unas 6 p de didmetfro en la parte UILJ,-
tada, apresorios, funiculos, anastomosis vegetativas latero-lateral o
término-lateral v, en los medio con grasa, esclerotes rudimentarios
que Hegan a medir 1 a 2 mm. de didmetro.

El micelio de fruetificacion nace del micelio aéreo y, en su forma
cavacteristica, comienza con la delimitacién de wna ‘‘proconidia’
simple o ramificada, dejando un pediculo de longitud variable tabi-
cado o no, a modo de esporéforo. Lia ‘‘proconidia’ se tabica en
sentido basipeto y, si es ramificada, el tabicamiento tiene lugar si-
multdneamente en el eje principal y en lag ramas. Los articulos son
rectangulares v se diferencian desde el vertloe hacia Ia base en una
sucesion de células de las cuales unsa v la g
estéril. Tia célula fértil tiene los caracteres de un entospor (thallos-
poro) y se libera por la ruptura de las paredes de la célula abortiva
que funciona como separador. Los entosporos tienen dimensiones que
oscilan entre 2,60X2,35 i hasta 7,20 x 3,50 u siendo, comunmente
de 4,50 x 3,50 i

Las cepas Nros. 695 v 6935,5 son, practicamente, idénticas. Lia cepa
N© 1751 tiene, por el contrario, una escasa capacidad de esporula-
¢ién en relacién con su menor tendencia a formar micelio aéreo en
casi todos los medios de cultivo. La propiedad de esporular estd
en intima relacién con la composicion del medio, siendo los medios
salinos el de Czapeck y el de Stanford los més favorables y el agar
elucosado v el agar miel de Sabouraud los menos apropiados, parti-
cularmente el 1iltimo medio de cultivo.

Creemos que estas modificaciones macro v micromorfolbgicas, a sa-
ber, la reduceién de la capacidad de formar micelio aéreo y estosporos,
estidn en relacién con procesos degenerativos que sufre el hongo
por los continuos transplantes en los medios artificiales de cultivo,
particularmente en log medios nitrogenados complejos y azucarados.

ProrIEDADES FISIOLOGICAS

Para efectuar este estudio sembramos las cepas en el medio utili-
zado en el ‘‘Bureau of Animal Industry’’ para la obtencién de la
tuberculina, modificado: Asparagina, 7 gr.; cloruro de amonio, 7 1.
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sodio, v.; sulfato de

N 50 o
U,JuU 8T,

fosfato bipotasico, 1,30 gr.; citrato de
magnesio, 1,50 gv.; citrato de hierro, 0,30 gr.; cerelosa, 10 gr.; glice-
rina, 25 ¢gr.; agua destilada, 1.000 ml. v, cuande se obtuvo el des-
arrollo de una pelicula, al cabo de veinte dias a un mes de incubacién

! 14 O N PN .
a 28°C, se la moli$ cuidadosamente en nn mortero estéril con arena
. - )

O

g

fina. Este material fué lavado tres veces por centrifugacién con
solucién fisiologica para eliminar los restos del medio de eultivo y

.

el sedimento fué utilizado para el estudio de su fisiologia.

Accion sobre las fuentes de U: carece de la propiedad de despren-
der gases pero nutiliza, para su vegetacién, ciertas fuentes de C de
preferencia a otras. Empleamos en estas experiencias el medio
de Baker v Smith 42 con 0,2 % de cloruro de amonio v 1 % de las
signientes fuentes de carbono: glucosa, levulosa manosa, galactosa,
ramnosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trealosa, rafinosa, inulina, dex-
trina, almidén, arabinol, manitol, glicerol, sorbitol, acetato de sodio,
citrato de sodio, oxalato de sodio y tartrato de sodio, disponiendo
las experiencias en dos series por duplicado. En la primera serie, el
medio fué repartido en tubos inclinados en pico de clarinete v luego
sembrados depositando en el centro de cada uno de ellos un asa del
material finamente molido, en la segunda serie de cxperiencias el
medio sin fuente de carbono, fundido a 48°C., fué densamente sem-
brado con la cepa en estudio y vertido en caja de Petri. Una vez el
medio solidificado y puesto a secar en la estufa, se dividié el fondo
de la caja de Petri en cuatro sectores y se deposits en la superficie
del medio, la fuente de C en substancia, vale decir, utilizamos el
método auxanografico de Beijerink.

Lectura de los resultados: anotamos la intensidad del desarrollo
cada cuatro dias durante 16 dias de incubacién a 28°C., midiendo
el diametro de la colonia en la primera serie y la densidad del des-
arrollo en el método auxanografico. Los resultados han gido si-
milares.

Todas las cepas estudiadas urilizan mejor los monosacaridos que
las pentosas, los di y polisacaridos v los aleoholes. El sorbitol ha
sido, en general, mejor utilizado que arabitol, glicerol ¥ manitol. El
acetato de sodio es una fuente de carbono tan preferida por las
cepas de C. Immatis estudiadas como los monosaciridos: en camhio
el eitrato, oxalato ¥ tartrato de sodio son poco o nada utilizados.

Utilizacién del alcohol ctilico: sembramos el material en el medio,
liguido mineral con 3 % de alcohol etilico empleado por Stelling-
Dekker 13 en el estudio de las levaduras. El C. immitis utiliza el
alcohol etilico como fuente de carbono.

Accién sobre la celulosa: empleamos la téenica de Baker v
Smith 1% comprobando que este hongo se desarrolla muy pobremen-
te o nada cnando la celulosa es la nieca fuente de C.
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Aceidn sobre las grases: utilizamos en este estudio el medio ya
mencionado adicionado al 1 % de manteca, grasa de cerdo, aceite
de oliva v dcido oleico, cuande el medio estaba
agitamos insistentemente para emulsionar y lo vert
Petri gue fueron inmediatamente LOlOCdudb en la cdmara ir
caja eon estas diferentes fuentes de carbono, fué dividida en cuatro
sectores, en cada uno de los cuales se sembré una cepa de Coccidioides
fimnitis. Todas se desarrollaron aproximadamente con la misma
intensidad y, el examen microscOpico del material recogido a nivel
de las colonias, nos ha revelado el ataque de las grasas mencionadas,
sea por la formacién de cristales de &cidos grasos o por la corrosion
de los globulos de grasa por el desarrolio miceliano.

Las grasas provocan, ademéis, la formacién de esclerotes rudimen-
por primera vez.

Hemm estudiado, tamblen la accién sobre extractos de Mycobac-
terium phlel en la forma siguiente: pesamos 4 lotes de 250 mg. cada
uno, de pelicula desecada v finamente molida, v le adicionamos
5ml. de los siguientes solventes organicos: acetona, cloroformo, al-
gohol 95 % v éter, sometiendo los tres primeros a una breve ebulli-
ciom v dejandolos todos durante 24 horas en la heladera. Prepavai
tubos con 20 ml. de medio de Baker v Smith fundido y a 50°C. ¥
adicionamos 3 ml. de cada uno de los extractos mencionados, agita-

mos para emulsionar y enfriamog en la chmara fria sembrands,

5 publicacidn,

¢
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luego, como en las experiencias anteriores.
Todas las cepas se deiau ollaron bien en los cuatro extractos,
notandose al cabo de una semana la incubacién a 28°C. un amplio
halo clarvo alrededor de las colonias desarrolladas en los extractos
alecohdlico v acetdnieo.
Aecidn sobre las f'?(ﬁ:‘!f(%f: de mitrégeno: estas experienciaq fueron

coudueidas en forma ant Y
accién sobre las fuentes de albono comprobando que la peptona

asparagina, sulfato de amonio, urea v cloruro de amonio son buenas

0o

fuentes nitrogenadas para asegurar un amplio desarrollo del hongo

=

en estudio que es mas exuberante
mente porque la peptona es, ademas, una buena fuente de C‘
n los medics eon hictiding ¥ nitr nm

[ond

desarrolla nieiios in
de potasio.

Aceién proteolitica : ninguna de las cepas se desarrollé en el mosto
de cerveza gelatinado. Se desarrollaron bien, en cambio, en el sue-
ro de caballo coagulado dirigiéndolo més o menos intensamente seglin
las cepas.

La leche es peptonizada en pocos dias.

Reduecién de nitratos en nitridos, formacién de indol y de SH,
de fuente orgdnica (suero de caballo coagulado) : negativas-
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Produccion de hemolising; para la sangre de conejo: sembramos
las cepas en agar sangre al 5 % en cajas de Petri por duplicado in-

ai
(’U;Uﬂnd’) 5 28°C v a R./OP T.as

ReEsUMEN

Hasta domicosis

Aldsia
en la Argentina, dos de los cuales son atn inéditos. El e%tudlo mico-
16gico de tres cepas obtenidas en los casos 4, 6 ¥ 7 nos han revelado
que sus caracteres coinciden con los de las cepas norteamericanas.
Las colonias son vellosas o lanosas, blancas, zonadas o hemizonadas.

El micelio vegetativo forma clamidosporos, micelio en raqueta,
apresorios funiculos, anastomosis v, en los medios con 1 % de grasa,
esclerotes rudimentarios. El micelio de fructificacion nace del mi-
celio aéreo y consiste en la formacién de entosporos intercalados
entre céiulas vacias que funcionan come separadores.

Utilizan mejor los monosacaridos v el acetato de sodio que otras
Iuenfes de mrbono Fl cloruro de amonio es la fuente nitrogenada
sroteoliticas y alvunas cepas hemo-

N A de covcidio
piesep’iu se han seiialado sicle casos de coccidi

<]
P

On a vapporté jusqu'a présent 7 cas de coccidioidomycose dans
I’Argentine, dont deux sont encore inédits L’étude mreologique de
1nhoag A

3 souches nous a vevelé qu’elles sont identigues aux souches nord-

américaines. Lies colonies sont véloutées ou laineuses, blanches, zonées
ou hémizonées.

T.e my cAlinm xumﬁ-a’r £ forme

,,,,, tatl
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raquette, appressorium, funiculus, des anastomoses x/eoetamves et,
dans les milieux avee 1 90 de graisse, des sclérotes rudimentairs. Les
mycélium de fruetification nait du mycélium aérien et consiste dans
la formation d’entospores (thallospores) sépares par des cellules
vides qui fonectionnent comme des disjoncteurs.

Elles utilisent mieux les monosaccharides et ’acétate de sodium
que les autres sorces de carbone. Lie CINH, est la source d’azote
plus simple qui fowrnit un hon développement du C. fmmitis. Les
souches étudiées sont protéolytiques et quelgues unes hemolysent le
sang du lapin.

SUMMARY

Seven cases of coccidioidomycosis have been reported until now
in Argentina, 2 of which are not yet published. Mycological cha-
racters of the 3 argentine strains are identical with those of the

T. XIV, N? =



Fic. 1. — Colonias de Coccidioides immitis, cepa 1751 en agar-sangre.



Fra. 2. — Micelio de fructificacién en los cultivos. Se aprecia la deli-
mitacion de una proconidia ramificada y la formacién de entosporos.



Fra. 3. — Aspecto mieroscépico del C. immilis en las lesiones experi-
mentales del eobayc. Esporangio maduro con endosporos quisticos y for-
maciones radiadas aciddfilas en la membrana peridial.
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north-american strains. Colonies are velvety or floccose, white, zo-
nate or hemizonate. \ egetative mycelinm forms: chlanydospovp
(intercalary or terminal), racket mycelinm, appressoria, funicula,
vegetative anastonosis and rudimentary sclerotia

Fertil mycelium develops as brauches of the aereal myecclium an
leads to the formation of entospores (thallospores) separated by
empty cells which function as disjunctors. They utilice monosaccha-
rides and sodium acetate better than other carbon sources. Ammo-
niwm chloride 1s the simplest nitrogen source which provides a
aood erowth of (. 7mumitis. Argentine strains are proteolytic and
one of them hemolyse rabbit’s red-blood corpuseles.

Agradecemos muy sineeramente a los doctores Ignacio Basombrio y Julidn
Prado los datos gentilmente suministrados de los casos N° 6 y 7

BIBLIOGRAFIA

(1) Posspasg, A.: Obras completas. Imprenta de la Universidad. Buenos Aires,
1928, p. 132,
(2) Kussrn, J. P dme J. Trop. Med., 1941, 21, 447,

3y Dowair, . W.. Medical Myecology. €. V. Mosby Co. St. Louis, 1935
4) StiLes, G, 'W., and Davis, C. L.: J. 4. 3. 4., 1942, 119, 765.
(5) Grrrorp, M. A.: Ann Rept. Kern County. Dept. Pub, Health, 1938-1939, 73,

(6) Dicxson. 1. C.: J. 4. 3. 4., 1938, TII, 1362

(0 SairH, B. ¢ and BARER, E. E.: TWeckly Dull. Cal. State Dept. Pub. Health,
1941, 20, 113 y 117

8) SarrrH, E. C.: The Med. Clinics of N. dAmerica, 1943, 27, 790.

9) Skixwer, ¢ A., Eamwmons, C. W. and TsvcHiva, H. M.: Henrici’s Molds,
Yeasts and Actinomycetes. John Wiley and Sons, Ine., New York, 1947,

(10) Jaconsox, H. P.: Fungous discases. Ch, Thomas, Baltimore, Maryland, 1932,

(11) StEwarT, R. A. and Mrvyer, K. I.: J. Inf. Dis.,, 1938, 63, 196.

112) Baxzer, 1. E. aud Sawurn, ¢ B J. Inf. Dis, 191 , 70, 51.

(13) STELLING - BEKKER, N. M.: Die sporogenen ﬂeren, Uitgave van de Ko-
ninklijke Akad. van Westenschappen Te Amsterdam, 1931.

(14) NEaroxI, P.: Mortologia y biologia de los hongos. El dieneo, Buenog Aires,
1938.

(15) Mazza, S. v Paropi, S.: Bol. Ingt. Clin. Quir., Bs. As., 1927, 2, 909.

(16) ScueNa, A, (T. vy Mosto, D.: La Semana Med., 1935 (2), 1623.

(i7) Nzerowi, P. y VILLAFARE, L.: Mycopathologia, 1939-1940, 2, 52.

118) jorer, J. M., NiRo, T. L. y LATIENDS, R0 Lo preisa Med. dvg., 1
630.

(19) InsaUusTI, MATERA v PRaADO, J.: Comunicacién verbal.

(20) BasomBrio, I. y colaboradores: Comunicacién verbal.

(21) NEgroNI, P. y Rapicx, J. C.: Rev. drg. Dermatosif., 1946, 30, 219

04¢, 33,



