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Pseudallescheria sheari n. gen., n. sp. aislada
de un paramicetoma de la rodilla

Por P. NEGRONI e 1. FISCHER

o y
(Lon 7 nguras)

En el mes de Septiembre del afo pasado, uno de nosotros (F'is-
cher), sembrando el liquido purulento extraido asépticamente de
una tumoracién existente a nivel de la rodilla derecha de un pa-
ciente internado en el Pabellén TI del Hospital Rawson, servicio
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del Profesor Dr. E. Finochietfo, obtuvo el desarrolic de un hongo
tilamentoso, cuyo estudio motiva el presente trabajo.

La observacién clinica detallada serd publicada oportunamente
por el Dr. H. Hermann, guien ha seguido cuidadosamente la evo-
lueidn del enfermo, cuyo padecimiento se instalé a conseceuencia
de un accidente.

Recordaremos que M. F. Boyd estudié en Norte América, en el
afio 1921, un micetoma podal del cual aislé un hongo que fué cla-
sificado por Shear como Allescheria boydii; hongo éste estrecha-
mente relacionado al gue nos ocupa.

Durante veinte afios no se registré en ningtn pais del mundo
otra observacién semejante. Hste seria, pues, el segundo caso; pero,
come la especie aislada tiene caracteres botAnicos (morfolbgicos v
biométricos) diferentes de la especie descripta por Shear, hemos
decidido crear un género nuevo: Pseudallescheria, dedicando la es-
pecie al eminente investigador norteamericano.

Que el hongo en cuestién era realmente el agente de la tumora-
cién articular lo prueba el hecho de que el pus sembrado fué extrai-
do de una lesiéon cerrada y que el enfermo curd répidamente con
el tratamiento vodado bien instituido.

CARACTERES MACROMORFOLOGICOS

Agar-caldo glucosado. — Lia siembra del liquido articular sobre
este medio, di6 lugar a la vegetacién de un hongo filamentoso bien
visible al cabo de 5 dias de incubacién a 37° y que, mis tarde,

Presentado para publicar el 20 de julio de 1943,
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cubrié toda la superficie del medio. Su aspecto es velloso y su co-
lor grisaseo.
Agar-mosto de cerveza. — Al cabo de 20 dias a 30° el desarrotlo
se extiende sobre toda la superficie del medio; es velloso, de color
ratén y presenta esbozos de zonacién. En la parte central existen
varias gotitas parduscas y gran cantidad de puntitos negros (pe-
ritecios) a lo largo de los bordes.

Agar-miel de abejas. — Colonia vellosa de color gris verdoso con
kordes mas claros. Por el reverso existe una débil pigmentacién vei-
de pardusca. Al cabo de seis semanas se observan algunos granitos
(peritecios) a lo largo de los bordes del medio de cultivo.

Papa glicerinada. — Al cabo de 20 dias de incubacién a 30° el
desarrollo cubre casi toda la superficie del medio y es de un color
oris ratén y contiene numerosas gotitas incoloras o ligeramente aca-
rameladas. Los bordes presentan una pigmentacién negra y gran
cantidad de peritecios. Al eabo de 1 mes todo el cultivo presentaba
una ecoloracién negra.

Zanahoria. — Desarrolo velloso color gris ligeramente verdoso que
se torna negruzco y cubierto de gotitas incoloras, hacia los veinte
dias. Se ven numerosos puntitos como granitos de pimienta (perite-
cios). Al cabo de 1 mes el color negro es bastante acusado.

Agar Czapek. — Desarrollo velloso gris en los bordes y méas oscu-
ro en el centro a cuyo nivel existe una gotita de liguido. Numerosos

peritecios superficiales en los hordes.
Caldo glucosado. — Pelicula vellosa dejando el liquido claro.

Mosto de cerveza. — Forma una pelicula y un anillo ancho de
color pardo verdoso. Esta pelicula cae facilmente al fondo. El medio

no se enturbia.
CARACTERES MICROMORFOLOGICOS

Cultives por adhesion en mosto gelatinado. — Lios esporos germi-
nan a las 48 horas de incubacién a temperatura ambiente (unos
25°), generalmente con un solo tubo ancho que sale cerca de la
faceta plana del esporo v que pronto se ramifica. Los filamentos
son hialinos, tabicados ramificados y lisos de 2 a 3,7p de didme-
tro. Los conidi6foros no tardan en aparecer y son de diferentes
longitudes de 2,8 a 3,7uX1,87u llegando raramente hasta
18 xX2u.
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Cada esporéforo origina una sola conidia de la cual se separa por
tabique. Las conidias son generalmente piriformes con una faceta
plana de implantacién, pigmentadas y de paredes lisas, midiendo
d:sde 6,2 X 5,6 u hasta 14 X 74 u. A menudo presentan uno o va-
rios glébulos de grasa en su interior. Ocasionalmente se observau
esporog cilindricos o estalagmoides de 12,87 X374 (fig. 7). Lag
conidias desprendidas estdn provistas, con frecuencia, de un collar
en la base.

Examinando un cultivo de agar miosto hemos comprobado la exis-
tencia de cortos esterigmas de 2 X 2p y esporéforos que llegan a
medir hasta 19 X 2u.

En ocasiones el esporéforo presenta un verticilo de esterigmas
como en los Pemicillium monoverticillata (fig. 7) o varios, escalo-
nados, como en el Verticillium.

En zanahoria se obgerva hacia =l quinto dia d

39° la formacién de coremios y, unos cinco dias méas tarde, la de

. hanid .
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peritecios.

Los 6rganos sexuales se forman en zanahoria hacia los 7 dias de
mecubaciéon a 30° y solamente hemos podido reconoccerlos en el ma-
terial fijado, ineluido y coloreado por la hematoxilina férrica. El
ascogonio es helicoidal. El anteridio es un filamento mucho mas
estrecho, recto y recorre a manera de eje el paso de rosca que des-
cribe el ascogonio. Ambos elementos nacen de la misma hifa o de
hifas muy vecinas y terminan habitualmente a un mismo nivel;
olamente en ocasiones pudimos apreciar que el anteridio sobrepa-
saba ligeramente el vértice del ascogonio; pero bien pudiera de-
berse este hecho a que el ascogonio estaba aun en crecimiento. Nun-
ca hemos podido apreciar la existencia de fendémenos de copula-
cién y, creemos, que el ascogonio evoluciona partenogenéticamente,
ensanchando su didmetro, tabicAndose y rodedndose rdpidamente de
la envoltura peridial (fig. 4, 5 v 7).

Los peritecios son oscuros, casi negros, cuando se los ve a simple
vista. Ejerciendo una suave presién sobre el cubreobjeto, se los
aplasta v estallan con facilidad. El peridio es delgado, liso y for-
mado por un seudoparénquima pigmentado. Los peritecios son su-
perficiales, globulosos, sin ostiolo ¥ miden de 100 a 200 w de dia-

ol

metro.
Lias hifas ascégenas dan nacimiento a ascos irregularmente dis-

tribuidos, piriformes, de membrana delgada v lisa. Miden de 21,06
X 11,7 u, contienen 8 ascosporos y son efimeros, pues cuando el
peritecio estd maduro sélo contiene ascosporos en su interior. Ade-
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méas la maduracién no es simultdnea, sino sucesiva, pues los cortes
de un peritecio revelan ascos en diversos estados de desarrollo y
también ascosporos libres. Estos son elipticos cortos u ovales con
ambos polos ligeramente agudos, presentan una depresion semics-
{érica central o excéntrica que se llena con una burbuja de aire
muy refringente y miden de 7,02 X 3,51 u a 7,4u. Su membrana

es lisa y parduseca y germinan por un solo tubo que emiten por

uno de los polos.
CrroLogia

El vacuomao tiene los caracteres que este sistema presenta en la
generalidad de los hongos. Lias vacuolag son pequeias globulosas y
pobres en agua en el extremo de los filamentos en crecimiento y en

2 PR IR

los esporos. Son grandes y ocupan casi todo el did
lamentos mas viejos. Son, entonces, méis ricas en agua y presentan
uno o varios corptuisculos animados de vivos movimientos brownianos.

El rojo neutro hace precipitar la metacromatina en su interior,

rde a la pared de la vacuela, haciendo hernia
)

1wetro de los fi-
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en ocasiones hacia el protoplasma y redisolviéndose, finalmente, en
el jugo vacuolar al cual comunican un tinte rosado.

Grasas. — Tanto los filamentos cuanto los esporos contienen glé-
bulos de substancias grasas que se tifien por el Sudan ITI y re-
ducen el acido dsmico. Estos globulos son finos en los filamentos
¥ 1m&s 2ruesos en los esporos.

Glucégeno. — No hemos podido revelar su presencia en los fila-
mentos, en cambio se acumula en gruesos globulos en las conidias.

Condrioma. — No es visible al estado fresco sin coloracién algu-
na, pero se lo puede apreciar nitidamente utilizando la coloracidén
vital eon verde Janus o el violeta de Dahlia. Bl condrioma es fila-
mentoso y sufre con facilidad la transformacion vesiculosa.

En el material fijado por el método de Meves modificado y colo-
reado por la hematoxilina férrica, el condrioma se presenta como
filamentos a veces ramificados, tanto en el micelio como en las co-
nidias y ascosporos. En estos ultimos elementos parece, con fre-
cuencia, irradiar del ntcleo.

El condrioma puede presentarse en los esporos bajo la forma do
cortos bastones, pero en los articulos del micelio vegetativo es, ge-
neralmente, filamentoso.
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Nicleos. — Todos los elementos son uninucleados: los articulos
de los filamentos, las conidias y los ascosporos. Kl nucleo es glo-
buloso, exeéntrico, provisto de un pequefio nucleolo intensamente
teniido, adherido a la membrana nuclear y de un amplio espacio
claro ocupado, seguramente, por la cariolinfa.

No hemos podido apreciar la existencia de red cromabica, asi
como tampoco hemos podido observar los fendmenos nucleares de

tenen lu . .

~1 Tmtarinr Adal aaan
ITerior Ger 48Co.

CARACTERES FISIOLOGICOS

La temperatura 6ptima para el crecimiento vegetativo es de 37°
y la de 30° para la formacién de los peritecios.

Zimograma de la glucosa, galactosa, maltosa, lactosa, sacarosa v
rafinosa. negativo.

Auxanograma de los azdcares mencionados: todos positivos.

Auxanograma del nitrégeno: Peptona, asparagina y sulfato de
amonio positivos, cuya intensidad guarda relacién con el orden
mencionado. Hs positivo débil para el nitrato de potasio y nega-
tivo para la urea.

Desarrolla bien en un medio sintético con 3 por mil de aleohol
etilico.

No desprende SH,.

No lictia la gelatina (mosto gelatinado) al cabo de 6 semanas.

Lieche: desarrolla bien, coagulandola y peptonizando eompleta-
mente el codgulo al cabo de 6 semanas.

ACCION PATOGENA EXPERIMENTAL

Carece de accién patégena experimental para los animales de la-
boratorio. Hemos inoculado, sin resultado alguno, cavias por via
subcutinea, intramuscular, intraperitoneal e intratesticular con
abundante material de cultivos, bien triturado, asi como ratas blan-
cas por via intratesticular e intraperitoneal.

Pensando que las repetidas inoculaciones en un mismo lugar pue-
den sensibilizar al tejido y permitir la accién patdgena de este
hongo, inyectamos material de cultivos suspendido en solucién ri-
siolbgica, tres veces con 3 a 4 dias de intervalo a tres cavias: uno
por via intramuscular, otro por via intraperitoneal y el tercero por
via testicular, sin obtener tampoco resultado alguno. Kl material
se reabsorbid sin enfermarlos.
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REACCIONES SEROLOGICAS

Las reacciones de aglutinacién efectuadas con una suspension de
esporos y las de fijacién del complemento y precipitacién emplean-
do como antigeno un extracto del hongo filtrado y limpido, fueron
negativas, tanto en las reacciones en las cuales utilizamos el suero,
como aquellas, con el liguido articular, centrifugado, del paciente.

Pog1ciON SISTEMATICA

Por los caracteres expuestos nuestro hongo pertenece, segtin Cle-
ments y Shear (The Genera of Fungi, 1931) al orden Pertsporiales
de los Ascomycetes que se diferencia de los Gymmnoascales por po-
scer verdaderos peritecios, con un peridio bien formado.

La familia Buroticceae de los Perisporiaies tiene, segin 1os auto-
res mencionados, los siguientes caracteres: « Miecelio abundante con
peritecios tipicos, de pared plectenquimatosa o membranosa, forma-
da por regla general por placas poligonales. Lios peritecios se rom-
pen en el vértice al llegar a la madurez y, solamente en el género
Micrascus, poseen ostiolo. Carecen de parafises y los ascos soa
globulosos o claviformes». Contiene dos secciones Hyalosporae v
Phaeosporae, de lag cuales unicamente la primera nos interesa.

Seccibn Hyalosporae: Ascosporos unicelulares globoides u oblon-

gos, hialinos o subhialinos.

A. Peritecios de colores vivos, amarillentos o rojos, raramente blancos.

1. Con setas o pelos.

a. Con setas largas v rigidas, ascosporos lenticulares . ... Chaetotheca
b. Con pelos blandos, ascosporos espinosos, globoides y
TOJIZOS « et et e et Aphanascus
2. Peritecios lisos o lampifios.
a. ASCOSPOros VErrugosos .. ... ... Aniziopsis
b. Ascosporos lisos 0 con surcos pero Do Verrugosos.
(1). Peritecios con una estrangulacién anular en la
base ... .. Dichlaena
(2). Peritecios que generalmente se desmenuzan ... .. Burotium
B. Peritecios pardos, pirpura oscuro o negros con la edad.
1. Ascosporos con un apéndice irregularmente folidceo .... Samarospora
2. Ascosporos no apendiculados.
a. Peritecios pardos y finalmente negros, con parafises,
ascosporos globoides .......... ... ... Mycogala
b. Peritecios pardo negruzcos, sin parafises, ascos y as-
Pseudeurottum

cosporos globoides ... ... ... o oo ool

Vol. XII, N° 2
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¢. Peritecios pardo mnegruzcos, sin parafises, ascos piri-

formes y ascosporos ovales .................. ... ... Pseudallescheria
d. Peritecios parpura acentuado, placas del peridio con

suturas, carecen de parafises. Ascosporos en forma de

habichuela ............. ... .. ... ... .. ... . ... Fragosphaeria

El género Allescheria fué creado por Saccardo y Sydow, en 1899 en
homenaje a Allescher, micélogo alemén, llevando como sinonimia el
de Eurotiopsis Constantin, 1897. « Perithecia globulosa, minuta te-
nui membranacea. Asci globosi. Sporidia ovata, utrinque acuta,
conidia catenulata, in sporophoris acrogena, dein ob ramulum la-
teralem (dein apice conidiophorum) compressa». Clements y Shear
lo identificaron, probablemente, al género Eurotium Link, 1824.

Van Beyma thoe Kingma en 1937 creé el género Pseudeurotium
que, ademas de los caracteres ya mencionados en el cuadro, produce
conidias acrbgenas o pleurdgenas, sesiles o sobre espordforos, tnicas
o formando cimulos de 2 a 4 elementos.

Nuestro hongo presenta parentesco con los géneros Allescheria ¥

Fseudeurotium, diferencidndose de ambos por sus ascos piriformes
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v efimeros, sus conidias acy
cuando se desprenden y por no formar nunca cadenetas ni cabe-
zuelas. Por estos motivos hemos creado un género nuevo.

Pseudallescheria n. gén. « I. Perithecia globulosa, parva, glabra,
et fusconigra, gracilis peridii. Paraphyses absentes. Asci irregula-
riter dispositi, piriformes, ephimeri, cum 8 ascosporis unius cellule,
ovali aut elliptici, breves, lenis membranee. II. Pienidia adhuce ig-
nota. III. Conidiz piriformes cum facie implantationis plana, unius
cellule, acrogens: et unice. Sporophoris simplices aut ramificati,
separati aut in coremiis ».

Pdeudallescheria n. gen. « 1. Peritecios globulosos, pequenos, d2
peridio delgado, lampifios y pardonegruzecos. Ascos dispuestos irre-
gularmente y efimeros con 8 ascosporos unicelulares ovales o elip-
ticos cortos de membrana lisa. II. Pienidios desconocidos. IIT. Co-
nidias piriformes con faceta plana de implantacién, unicelulares,
acrogenas y tinieas. HEsporéforos simples o ramificados, aislados ©
en coremios ».

Pseudallescheria shear: n. sp. « 1. Perithecia superficialia globo-
sa, plurima, fusconigra, 100 ad 200 p diametri, lenis ac gracilis pe-
ridii. Paraphysibus carent. Asci ephimeri, piriformes, tenium le-
niumque parietum, 21 X 11,5 p irregulariter dispositi. Ascosporis
elliptici breves aut ovales, utrisque polis acutis, lenis membran:c
leviterque fuseze 7 ad 10 X< 3,56 ad 7,4 pn. III. Conidiz fuseule piri-
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formes, lenis membrang, unius cellule, acrogene et unice cum una
facie plana implantationis, monilis munite, 6,2 ad 14 X 56 ad 7 u
dimensionis. Sporophori simplices aut ramificati (Typus Pemicilli
aut Verticdn separati aut in coremis ».

Pseudollescheria sheari n. sp. « L. Peritecios superficiales nume-
rosos pardonegruzeos de 100 a 200 w de didametro de peridio delgado
y liso. Carecen de parafises. Ascos efimeros piriformes de paredes
delgadas y lisas de 21 X 115 irregularmente dispuestos. Ascosporos
ovales o elipticos cortos con ambos polos agudos, de membrana lisa
v ligeramente pardusca de 7-10X3,5-7,4 u. III. Conidias par-
duscas, piriformes y de membrana lisa, unicelulares, acrbégenas, tni-
cas con una faceta plana de implantacién y provistas de collar.
Miden de 6,2 a 14 XX 5,66 - 7,4 1. Espordforos simples o ramificados
(tipo Penicillium o Verticillum), aislados o en coremios ».

RrsuMEN

Sembrando el liguido purulento obtenido asépticamente de una
artritis de la rodilla, obtuvimos el desarrollo de un Ascomycete
nuevo al estado de pureza, clasificado como Pseudallescheria sheare
n. gen. n. sp. y dedicado al Dr. C. L. Shear.

En los medios sélidos de cultivo forma un desarrollo filamentoso
velloso o lanoso de un color gris o gris verdoso, tornandose negro
con la edad. Reverso: pardusco. En los medios liquides forma
pelicula. Los caracteres micromorfolégicos han sido consignados més
arriba.

Tia temperatura optima del crecimiento vegetativo es de 37° y la
de 30° para la formacién de los peritecios. Zimograma de la glu-
cosa, galactosa, lactosa, maltosa, sacarosa y rafinosa: mnegatives.
Auxamograma de los mismos hidratos de C: todos positivos. Au-
xanograma del N: positivo para la peptona, asparagina y sulfato
de aminio, positivo débil para el nitrato de potasio y negativo para
la urea. Coagula y peptoniza la leche. Carece de accién patdgena

experimental para los animales de laboratorio.
R&suME

En ensemencant le liquide purulent prélevé aseptiquement d’une
arthrite du genou, nous avons obtenu le développement en cultur:
pure d’un Ascomycete nouveau classé comme Pseudallescheria sheary
n.gen. n, sp. L’espéce est dédiée a C. L. Shear.

Les cultures sur les milieux solides synthétique, ou non, sont
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luxuriantes, duveteuses ou laineuses de couleur grise ou grise ver-
datre, devennant noire avec l’age. Revers lisse et brunitre. Dans
les milieux liquide il forme wune pellicule.

Les caractéres micro-morphologiques ont eté décrits dans la pa-
ge 201.

Température optime pour le développement végétatif: 37°, pour
la. formation des perithéces: 30°. Zymogramme: negatif. Auxa-
nogramme des sucres: positif pour le glucose, galactose, maltose,
lactose, saccharose et raffinose. Auxanogramme de 1’azote: positif
pour la peptone, asparagine et le sulphate d’ammonium positif fai-
ble por le NOsK, et negatif pour l'urée.

1l coagule et peptonise le lait. Nule action pathogéne pour les
animaux de laboratoire.

SUMMARY

We have studied a new Ascomycete classified as Pseudallescheria
shear: 1n. gen. n.sp. obtawned in pure culture from a purulent co-
llection of the wright knee of a patient. This species is dedicated
to Dr. C. L. Shear.

Its development on solid media is abundant, velvety or cottony,
gray or greenish-gray, becoming black in aged cultures. Reverse:
smooth and brownish. It forms a pellicle on liquid media.

The micro-morphological characteristics are described on the pa-
ge 201.

Optimum temperature for vegetative growth: 37° and 30° for
the formation of the perithecia. Zymogramme: negative. Carbo-
hydrates auxzanogramme: dextrose, galactose, lactose, maltose, suc-
chrose and raffinose, positive.

Nitrogen’s auxanogramme: Peptone, asparagine, ammonium sul-
phate: positive. NO;K slightly positive; urea negative.

VIilk: clotted and peptonized.

Not pathogenic for laboratory animals.

Finalmente queremos expresar nuestro més vivo agradecimiento
al profesor Dr. B .Finochietto, en cuyo servicio se ha efectuado la
observacién cliniea y el aislamiento de este hongo, al Dr. H. Her-
mann, quien ha efectuado el estudio clinico del enfermo y al Dr.
G. Basombrio por su gentileza al escribirnos el diagnéstico en latin

del género v especie nuevos.
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Fg. 1A—.Colonia de Pseudallescheria sheari en agar-miel.
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Fig. 2 — Coremios" de Pj;sheari.

Fig. 3. — Conidias y esporéforos aislados y simples en nn cultivo por adhesion.
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Figs. 4 y 5. — Diversos aspectos evolutivos del ascogonio ya tabicado y rodeado de un
cshfizu de rneinbruna peridial | @ :isc>goniu; 2: anleridio: (J: membrana peridial.
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LAM. VIH

Fig 6. — Aspecto de un corte de peritecio de Pseudallescheria sheari, con ascosporos
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LAM. IX

Fin. 7 — Diversos aspectos micromorlolégicos de P. sheari: 1 a 3: Diversos tipos de
conidias. 4, Conidi6foro ramificado tipo Pfnicilliiim. 5 y 6, germinacién de los esporos.
7, ascos con 8 ascosporos. 8, ascosporos libres con una depresion hemisférica. 9 a 12,
diversos aspectos del va-moma. 13. glucégeno. 14. grasas. 15 y 16, condrioma en colo
racion vital. 17. 18 y 19. condrioma y nfi.-leo. en ascosporo. conidia y filamenlo respeeb
vamente. 20, diversos aspectos del ascogonio arrollado y del anteridio recto. 21, evolu-
ciéon! del ascogonio labicado y comienzo de la formaciéon de la membrana peridial.



