Universidad de Salamanca

Facultad de Medicina

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas
Laboratorio de Microscopia Electronica

Estudio a
microscopia
electronica de
ciertas especies
de dermatofitos
zoofilicos

Pablo Martin Clavijo
2009






José Manuel Riesco Santos, Catedratico Acreditado de Anatomia Humana y
Profesor Titular de Anatomia Humana de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Salamanca, Agustin Martin Pascual, Prof. Emétrito de la
Universidad de Salamanca y Ricardo Vazquez Rodriguez Catedratico de
Anatomia Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca,

en su calidad de Directores del Trabajo de Tesis Doctoral
HACEN CONSTAR:
Que el trabajo titulado:

ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE CIERTAS ESPECIES DE
DERMATOFITOS ZOOFILICOS

ha sido realizado bajo nuestra direccion por Don Pablo Martin Clavijo, en los
Laboratorios Microscopia Electronica del Departamento de Anatomia Humana
y en el Servicio Central de Microscopia Electronica de la Universidad de
Salamanca y que a nuestro entender, el trabajo relne los requisitos
suficientes de experimentalidad, originalidad e interés cientifico y aplicativo,

como para ser presentado y defendido como trabajo de Tesis Doctoral

Y para que asi conste firmamos la presente en Salamanca a 30 de Junio de
2009

José Manuel Riesco Agustin Martin Ricardo Vazquez






Indice

VY= Vo (=Tt 1121 1=] 31 o -3 7
] UoT <o N 11
aNdyoTe [V elet (o] o IO PP PP 15
Dermatofitos y dermatofitosis .....ovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i e, 17
GeNEralidades. ... uviiiiiiii it e 19
Taxonomia de l0S hONGOS .. ..eivrieiii i eiieeieeeeieeaenaenns 19
Estructura de l0S hONgoS ...coveiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e ees 21

(O F-T 1 [t=Yot To] o I =Tole] (o= k- N 26
Clasificacion taXonOmMiCa ......evvuiiiiiiiiii i ee e e eaaens 27

13T 3 1073 To] UoT =1 - TS 31
Rasgos generales de las tres especies estudiadas ........ccccevvvnnnnnnn... 32

T. mentagrophytes (v. mentagrophytes) ......ccovveviiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 32

B I = 1 = o= N 33

Mo CaNIS oo e 34
Repercusiones; epidemioldgicas y €CONOMICAS....vvverrrerenneennneeennnnn. 35
Hipotesis del trabajo .....oooeeiiiiiiiiiii i e e e, 37
(8]0 =1 4 1Yo PPN 40
Como objetivos concretos, consideraremos: ...ooeeeeeeeiiieneeeeeeeeennnns 40
Material Y METOAOS. ...veeeeeiit i et eeie e eeieeeeeeeeenaeeeanaeennns 43
Muestras analizadas......oveeeiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt e e 45



Siembra de las MUESEIAS. t.uiete ittt ittt ieeeeeneserneeneensenennsans 45

Procesado de las colonias para su estudio ultraestructural (MET y MEB) ... 47

Microscopia electronica de transmision. ......cceveieiiiinieieiiiinneerennnnns 47
Microscopia electronica de barrido. ......evviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
Tratamiento de texto e imagenes. Edicion final..........ccevvvinveininnee. 51

RS U L= U o1 53
T. mentagrophytes (v. mentagrophytes) ..........c.eeeeeieiiiiiiiiiiiiiiinnnnnns 55
Microscopia Electronica de Barrido .....eveveveieieeeniiiieniieeniieeenannnn. 55
Microscopia Electronica de TransmiSion .......oceeeeeieeeneieeenieeennnnnnn. 79

B el |1} KPP 103
Microscopia Electronica de Barrido ......veevveveieiiiiiiiiiiieeiieeeannnnn. 103
Microscopia Electronica de Transmision ........ccevvvieeeiinveenineeennnnnn. 109

L I=1 1 11 (ol =2 B N 145
Microscopia Electronica de Barrido .....coeeeviviiiiiiiiiiiiiiieiiiieeennnnn. 145
Microscopia Electronica de Transmision .......ccceeviieeiiiiieinineeennnnnn. 171

D Yol 11 T 189
(00] 3ol L1 (o] 1= S PP 203
3] 101 Ao - i - T 207



Agradecimientos






En primer lugar, expresar mi mas profundo agradecimiento a mi padre, el Dr.
D. Agustin Martin Pascual que, sin su ayuda, su estimulo, su paciencia y sus
valiosos consejos esta tesis no hubiera sido posible. Pero ademas, le agradez-
co el ejemplo de amor al trabajo y el modelo de integridad moral que repre-
senta para mi y ello ha jugado un papel insustituible en mi enriquecimiento

personal.

Tengo una gran deuda con el Dr. D. Ricardo Vazquez Rodriguez, por haber in-
sistido de forma reiterada en la realizacion de este trabajo, considerandome
capaz de emprender y finalizar tan largo camino, por su ejemplo, su continua
ensefanza, su gran paciencia y su especial modo de transmitir comprension y

seguridad. Sincero agradecimiento y admiracion.

Al Dr. D. Jose Manuel Riesco Santos por sus efectivos consejos en la direccion

de este trabajo.

Al Prof. Carretero Gonzalez también por sus consejos y, ademas, por su ayuda

desinteresada en la maquetacion del trabajo.

Agradezco también a los Profesores Blanco Barco, Rubio Sanchez y Juanes
Méndez, miembros del Departamento de Histologia y Anatomia Humanas de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca, por ofrecerme su ayuda
desde el primer momento y por la confianza que me han dado; por supuesto,
también a Concha, Damian y Marisa por su paciencia, buena disposicion e in-

estimable ayuda.

A todos aquellos que de una manera u otra han contribuido a que este trabajo

de Tesis Doctoral haya sido realizado, companeros, familiares y amigos.

Aun sigo pensando en cémo darles las gracias a mi mujer y a mi hija, por su
carino y apoyo incondicional que me ha permitido llegar a ser todo lo que soy

ahora.



10



Prologo

11



12



Lo que aparentemente significa un final, en realidad, puede ser el inicio de
algo nuevo. De esta manera, cuando finalicé la licenciatura en veterinaria, se
iniciaba la obtencion del diploma de estudios avanzados y una vez finalizado

éste, la realizacion de la Tesis Doctoral.

Varios afos atras, los Profesores Agustin Martin Pascual y Ricardo Vazquez
Rodriguez publicaron un novedoso y aun actual Atlas con los aspectos
ultraestructurales de los dermatofitos. Este seria el punto de partida de esta

Tesis doctoral. Otra vez, algo que habia concluido, era el inicio de algo nuevo.

Pero hay algo mas que motivo la realizacion de esta trabajo y éste no es mas
que el saber apreciar en el trabajo de estos dos profesores, que hicieron las
cosas por el gusto de hacerlas, por sentar bases en el estudio de los
dermatofitos y dermatofitosis para futuras generaciones, sin pensar

obsesivamente en los resultados de beneficios obtenidos.

Por mi condicion de veterinario, me gusto la idea de iniciar la tesis doctoral
sobre los dermatofitos con la premisa de proseguir e incidir un poco mas en el
analisis morfologico de este tipo de hongos, comunes en los animales y en el
hombre; ahora, una vez terminada, creo que todo el esfuerzo valio la pena,
porque me sirvio para entender que no hay nada mejor que seguir los caminos
que uno ha de recorrer sin pensar Unicamente a donde nos llevan. He tenido
buenos referentes y ello me ha hecho sentir que no estaba sélo ni perdido, he

intentado ir un poco mas alla en ese camino trazado.
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Introduccion Pablo Martin Clavijo

Dermatofitos y dermatofitosis

La primera rama de la Microbiologia que se desarrolldé fue la micologia; las
micosis superficiales ya eran conocidas por los griegos y los romanos, si bien,
hasta el siglo XIX no aparece la Micologia Médica y se debe a Agostino Bassi
que, en 1835, describid que la muscardina del gusano de seda era producida
por un hongo (Beauveria bassiana). A partir de esta fecha es cuando se inician
los grandes descubrimientos sobre los hongos en general y sobre los

dermatofitos en particular (citado por Arenas, 2008).

Dentro de la Micologia, las dermatofitosis son micosis superficiales y, como
hemos dicho anteriormente, ya eran conocidas por los griegos, que las
denominaron herpes por su forma circular y por los romanos, que las
denominaron tinea que significa larva o polilla. Son producidas por los
dermatofitos que agrupan un conjunto de hongos filamentosos, con capacidad
para producir infecciones en la piel, pelo y unas, tanto en el hombre como en

animales.

Las tinas fueron una de las enfermedades mas frecuentes y, como cita Arenas
(2008), entre los anos 1807 y 1828 en Paris se presentaron 25.000 casos de

Tinas de la cabeza.

En el siglo XIX, Remak aprecio la existencia de filamentos en el favus y llamd
a este hongo Achorion schonleinii y concluyé en sus estudios que el favus

tenia su origen en las plantas (Remak, 1842).

Un poco mas tarde, en 1840, el dermatologo A. Cazenave observo una

epidemia de Tifla de la cabeza y propuso el término de Herpes tonsurans
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Introduccion Pablo Martin Clavijo

capilliti, quizas por la presencia concomitante de lesiones anulares de Herpes

circinatus (citado por Arenas, 2008)

David Gruby en 1841 describi6 la tiha microsporica y cultivo el Microsporum
audouini; estos hallazgos y otros muchos le hicieron que fuera muy

controvertido en su época y practicamente ignorado.

En un suplemento del Oxford English Dictionary en 1882 aparece el término
dermatofito, sin que se conozca a quién debe ser atribuido ni cuando se
acund. Proviene de los términos griegos dern (piel) y phyle (planta) y, aunque
se considerd que los dermatifitos estaban relacionados con las plantas, hoy

dia esta relacion no es exacta.

Fue el francés Sabouraud (1864-1938) uno de los micélogos mas famosos de los
Ultimos anos del siglo XIX y de principios del XX. Escribié el primer libro de
micologia dermatoldgica y el tercer libro de la enciclopedia del cuero
cabelludo, estaba dedicado al analisis de las Tinas. Clasifico a los
dermatofitos en cuatro géneros, Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton
y Achorion (Sabouraud, 1910).

Una detallada evolucion de nuevos conceptos y nuevos dermatofitos se
encuentra en el libro Micologia Médica ilustrada (Arenas, 2008) que le dedica
un capitulo a las dermatofitosis, destacando que, en 1934, se clasificaron los
dermatofitos en soélo tres géneros: Trichophyton, Microsporum 'y

Epidermophyton.

En 1954, se intento realizar una clasificacion de los dermatofitos teniendo en
cuenta las caracteristicas morfoldgicas de las colonias y, un poco mas tarde,
se describié el Trichophyton ajelloi como el primer hongo teleomorfo de un
microorganismo queratindfilo. En 1961 y 1963 se describieron la Nannizzia

incurvata y la Nannizzia gypsea.

18
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Generalidades

Durante mucho tiempo los hongos fueron considerados como miembros primi-
tivos o degenerados del reino vegetal, pero en la actualidad se les reconoce

como un género independiente con caracteristicas propias.

Los hongos son incapaces de fotosintetizar sus necesidades de alimentacion
organica a partir de CO; y el agua, por lo que tienen que alimentarse de ma-
teria organica preformada (son heterotrofos); ello obliga a que tengan que
existir como saprofitos o parasitos. La mayoria de los hongos son saprofitos,
devolviéndole al suelo los nutrientes extraidos por las plantas superiores, des-
empenando un papel fundamental en la naturaleza (Roberts y Mackenzie,
1986).

Los hongos se diferencian con claridad de las plantas superiores por su estruc-
tura, nutricién y reproduccion. El citoplasma fungico esta rodeado por una pa-
red celular rigida formada por polisacaridos, polipéptidos y una sustancia si-
milar a la quitina. Por la rigidez de su pared no puede fagocitar alimentos, si-
no que absorben nutrientes simples y solubles mediante enzimas extracelula-

res [lamadas despolimerasas (Arenas, 2008).

Taxonomia de los hongos

Hasta la época actual, la clasificacion de los hongos se ha basado en criterios
morfologicos y en las caracteristicas de las estructuras de reproduccion
sexuada vy, solo en el caso de las levaduras, se requirio el analisis de detalles
bioquimicos o fisioldgicos por tratarse de atributos importantes para estos
hongos. Las primeras clasificaciones tuvieron en cuenta el estudio morfoldgico
de las esporas y, mas tarde, los mecanismos de su formacion, ya que los me-

canismos de esporulacidon permiten distinguir familias de hongos.

En la taxonomia flngica se mantienen categorias, niveles o jerarquias que
agrupan a los especimenes desde grupos que comparten caracteristicas muy
generales (Reino), hasta caracteristicas muy especificas que los distribuye en
distintos niveles, como grupo o phyla, clase, orden, familia, género, especie,

variedad, etc. De acuerdo con el diccionario de Hongos (Hawksworth y col.,
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1995) los hongos pertenecen al reino Fungi, divididos en cuatro grupos o “phy-
la” (Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota). El reino
Fungi tiene aproximadamente 103 ordenes, 484 familias, 4.979 géneros y

unas 80.000 especies descritas.

La nomenclatura en micologia establece reglas que se aceptan universalmente
en el lenguaje de los hongos. La forma habitual de denominar a los hongos es
mediante un binomio de palabras en latin y ambas escritas en cursiva: el
género, con mayuscula la primera letra y la especie escrita en minUsculas.
Cuando se mencionen varias especies del mismo género se recomienda
escribir la palabra completa del género la primera vez y en las sucesivas solo
la letra inicial (p. ej.: Microsporum canis; M. gypseum; M. audouinii, etc.) y
para referirse a una o varias especies sin determinarlas se utiliza las

abreviaturas sp. y spp. (p. €j.: Aspergillus spp.).

Debe ternerse en cuenta en la taxonomia de los hongos, la posibilidad de
denominaciones diferentes para un mismo organismo, ya que ciertos hongos se
pueden presentar, con caracteristicas morfologicas distintas, en su forma
sexuada (hongos teleomorfos), asexuada (hongos anamorfos) o en ambas
modalidades (hongos holomorfos), o presentar varios tipos independientes de
propagacion anamorfa (hongos sinanamorfos), de manera que aparezcan dos o
tres denominaciones distintas para el mismo hongo (p. ej.: Petriellidium
boydii, se conoce también con los nombres sinanomorfos de Graphium
eumorphum y Scedosporium apiospermum). Por eso, en la actualidad, para el
analisis taxondémico, de identificacion y de diagndstico se hace impresindible
la utilizacion de la biologia molecular que permite analizar el ADN de los
hongos en su fromas parasitarias o en cultivos (Arenas, 2008). Las técnicas de
biologia molecular que estudian el ADN genomico, nuclear o mitocondrial, se
emplean actualmente para lograr una clasificacion natural y tratar de
solucionar el problema de la definicion taxonomica de grupos separados por
caracteristicas fenotipicas (Kohn, 1992; Hopfer y col., 1993; Li y col., 1994;
Kawasaki y col., 1995; Palumbi, 1996; Pereiro y col., 1999).

20
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Estructura de los hongos

Los hongos poseen un auténtico nucleo por lo que se denominan eucarioticos.
A diferencia de las bacterias los hongos tienen un tamano y una complejidad
citoplasmatica y morfolégica muy superiores. Los hongos pueden ser unicelu-
lares (levaduras) o bien las unidades celulares pueden unirse formando unos
largos filamentos (hifas) constituyendo una estructura compleja denominada

micelio o talo.

HIFA
S
IC T

v A n
3 Q\é %\ Vv
MICELIO 1D\ G eafla_ A

TABICADO 7 e
P cl

Esquema 1.- Ultraestructura de un micelio tabicado. Modificada de Arenas P. En: Micologia
médica ilustrada. McGraw-Hill, 2008. N: Nicleo; n: nucléolo; Va: vacuola; cl: cuerpo lipidico;
CW: Cuerpos de Woronin; Ps: poro septal; S: septo; r: ribosoma; re: reticulo endoplasmatico;
v: vesiculas. M: mitocondrias: aG: aparato de Golgi; P: Pared.

El micelio, a su vez, esta formado por dos partes distintas: A) micelio vegeta-
tivo que asegura el desarrollo, la nutriciéon y el soporte para la formacién de
la parte B) o micelio reproductor donde se forman los érganos reproductores.
En el micelio pueden originarse diferentes estructuras vegetativas, como los
clamidosporos, con una gruesa pared resistente a las condiciones adversas;
pueden formarse aislados o en grupos, en una posicion intercalada o terminal.

Otras esporas vegetativas unicelulares son las artrosporas, constituyendo ca-
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denas de pequenas esporas cubicas. La produccion de artrosporas es una ca-

racteristica de la fase parasitaria de los dermatofitos.

CEED

-

k%@dﬁJ%v

Esquema 2.- Representacion esquematica de algunos tipos de macroconidios (a) microconidios
(b) clamidosporas (c) e hifas (d). Esquema tomado de Cabanes (2001).

Figura I-1.- Herpes circinado pro-
ducido por T. rubrum. Lesion anu-
lar de gran tamano, con bordes de
crecimiento visible, minima reac-
cion inflamatoria y evolucion muy
cronica.

22

En el micelio reproductor, a diferencia de las
esporas vegetativas (clamidosporos y artros-
poros), presentan una gran variacion en
cuanto a numero, forma, tamano y comple-
jidad, pero estos rasgos son constantes para
una misma especie. Un hongo puede producir
mas de un tipo de esporas asexuales que, en
general, se denominan microsporas (micro-
conidios) y macrosporas (macroconidios). A

su vez en el micelio reproductor, las hifas
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pueden presentar diversas estructuras, como hifas en “espiral” o “tirabuzon”,
hifas en “raqueta”, “hifas pectinadas” “can-
delabros favicos”, etc. (ver figuras. 1-18 e |-
19).

La estructura de la hifa es un tubo de longi-
tud variable, formado por una pared celular

rigida que contiene el protoplasma; su dia-

\ i metro, varia de 1 a 30 pm. Los hongos supe-
Figura [-2.- Onicomicosis (Tinea . .

na ungueal aparece destruida casi
en su totalidad. Estas alteraciones

y su cronicidad son los rasgos que  ynos orificios, poros, que permiten el paso
caracterizan a las onicomicosis.

se denominan septos. Estos tabiques tienen

del contenido citoplasmatico, incluyendo el
nucleo, a uno y otro lado. Por ello las hifas no constituyen células, sino com-
partimentos. En el citoplasma, ademas del nucleo, encontramos mitocondrias,
aparato de Golgi, vacuolas, cuerpos lipidicos, etc., asi como una estructura
propia, los cuerpos de Woronin, que se sitlan en la proximidad del poro regu-
lando, posiblemente, su funcién. (Esquema 1, tomado y modificado de Arenas,
2008).

A diferencia de estos, los hongos inferiores tienen un micelio continuo (mice-
lio cenocitico), sin tabiques (aseptados), pero que en determinadas circuns-
tancias pueden presentarlos para aislar las
partes viejas (hifas muertas) o las reproduc-

toras.

Los dermatofitos son un grupo amplio de

hongos, que dan lugar a lesiones tanto en el

hombre como en los animales. De forma am-

Figura I-3.- Tina (Herpes) en un
becerro por T. verrucosum.- Le-
siones mltiples, en impacto, que  todos aquellos hongos que provocan enfer-
se inician con una placa grande

central y posteriormente multiples medades en la piel del hombre y distintas
lesiones alrededor. Generalmente . . , L
localizadas en la cabeza y con es- €species animales. De forma mas restringida
caso componente inflamatorio,
recuerdan a las tifias tonsurantes
humanas.

plia el término dermatofitos podria incluir a

puede limitarse a aquellos hongos capaces
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de provocar lesiones cutaneas denominadas tifas.

Los dermatofitos son hongos queratinoliticos o lo que es lo mismo, son hongos
que digieren la queratina. La afeccion que
producen se denomina dermatofitosis o
comunmente denominadas tifas. Las lesiones
de la piel tienen forma anular y/o de serpen-
tina, dando lugar a lesiones en las que da la
impresion de ser un gusano debajo de la piel
(Kane y col., 1997).

Figura I-4.- Tina en un conejo por
T. mentagrophytes (v. menta- Los dermatofitos (y otros hongos filamento-
grophytes). La lesion localizada en . )

la oreja aparece como una placa, SOS) pese a ser tabicados pueden considerar-
redondeada, irregular, con tonsu-
ra del pelo a su nivel, descama-
cion y minimo componente infla-
matorio.

se como cenociticos pues en la fase de desa-
rrollo activo, el contenido citoplasmatico
puede circular libremente entre los diferen-
tes segmentos de la hifa a través del poro septal; pero, en ocasiones, pueden
adoptar una organizacion pseudocelular para evitar efectos dafinos en el mi-
celio (envejecimiento, trauma, lisis, etc.) por la oclusion parcial o completa
del poro septal. Los cuerpos de Woronin parece ser que actian como obtura-
dores de los poros para aislar los compartimentos de las hifas cuando enveje-
cen o se diferencian (Trinci y Collinge, 1974; Vannini y col., 1975; Markham,
1994; Calvo y Agut, 2001; Maruyama y col., 2005).

Taxonomicamente se engloban en el reino
Fungi, grupo o phylo Ascomycota, clase Plec-
tomycetes, orden Onygenales, en los que se
integran varias familias y numerosas espe-

cies.

Esta proliferacion de especies dentro de un

Figura I-5.- Tina tonsurante mi-  grypo de hongos, con posibilidad de producir
crosporica (Tinea capitis), produ-

cida por M. canis en el cuero ca- infecciones en el hombre y en animales, es
belludo de un nino. Las lesiones .. . , . .
forman placas grandes e irregula- UN caso unico en micologia médica. Conside-
res, de superficie escamosa, con
tonsura o ruptura de los pelos a su
nivel.

remos, por ejemplo, el grupo candida, con
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varias especies de las cuales practicamente solo una (C. albicans) produce, en

determinadas circunstancias, infecciones en el hombre (Hildick-Smith y col.
1964).

Los dermatofitos parasitan estructuras que-
ratinizadas (capa cérnea, pelos y unas) y los
cuadros clinicos a que dan lugar (dermatofi-
tosis) se denominan genéricamente tifas,
con diferentes nombres segin la region
anatomica o estructura que parasitan: tinea

corporis (herpes circinado), tinea cruris (ec-

Figura I-6.- Tifa inflamatoria de la zema marginado), tinea capitis (tifhas tonsu-

barba (Kerion) producida por T.  rantes), tinea ungium (onicomicosis), tinea
mentagrophytes (v. mentagrophy-

tes).- Intensa foliculitis y perifoli-  pedis (pie de atleta), etc. (Roberts y Mac-

culitis de la barba con exudacién

purulenta y restos de pomadas. kenzie, 1986).
Los dermatofitos, en su forma asexuada o imperfecta (dermatofitos anamor-
fos) se clasifican desde el punto de vista botanico y dependiendo de sus ca-
racteristicas morfoldgicas, ecoldgicas y genotipicas, en tres géneros: Tricop-
hyton, que comprende diecinueve especies; Microsporum con trece especies
diferentes y Epidermophyton, del que s6lo se conoce una (E. floccosum, Fig.
[.8). No obstante, estudios recientes han indicado que los tres géneros clasi-

cos son artificiales (Graser y col., 2000).

También se ha descrito un cuarto género,
Keratinomyces (De Hoog y col., 2000b), que
solo incluye una especie no patdgena (cera-
tinacus) que solo crece a temperaturas de
15-17°C.

Algunas especies de Trichophyton y de Mi-

Figura I-7.- Herpes circinado (Ti-
nea corporis) de anillos concéntri-
cos producida por T. verrucosum.
Reaccion inflamatoria eczemati-  sexualmente (dermatofitos teleomorfos,
forme aguda que se extiende ra-

dialmente en ondas o anillos género Arthroderma y Nannizzia), produ-

concéntricos. Estas lesiones son . .
caracteristicas del T. verrucosum. ~ €iendo ascos y ascosporos (Weitzman y col.,

crosporum son capaces de reproducirse
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1986). Para mas detalles de la clasificacion ver, Weitzman y Summerbell
(1995) y Cabanes (2001).

Los dermatofitos del género Trichophyton pueden parasitar todas las estructu-
ras queratinizadas (capa cornea, pelos y ufas); los del género Microsporum
parasitan la capa cornea y el pelo, pero no las unas y el Epidermophyton pa-
rasita la capa cornea y unas, pero no el pelo. Los datos morfoldgicos estan,
basados en las caracteristicas de los conidios, como podemos observar en el

esquema 2, como ya describié Emmons, en 1934.

Clasificacion ecolégica

Desde el punto de vista de su epidemiologia, los dermatofitos se han clasifica-
do en tres grupos (Georg, 1960; Ajello, 1962; Hildrick-Smith y col., 1964; Ve-
lasco y col., 1979; Pereiro, 1979, 1982, 1985): Antropofilicos, zoofilicos y

geofilicos. Las especies mas comunes en cada uno de ellos las recogemos en el

esquema 3.
Esquema 3
Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos
M. audouinii M. canis M. gypseum
T. violaceum T. verrucosum T. agelloi
T. tonsurans T. mentragrophytes M. cookei
T. schonleinii (v. mentagrophytes) M. fulvum

T. mentagrophytes
(v. interdigitale)
T. rubrum

E. floccosum

T. mentragrophytes
(v. erinacei)
T. equinum

Esquema 3.- Especies de dermatofitos comprendidas en los tres grupos segln la clasificacion
ecologica (tomado de Matsumoto y Ajello, 1987; Weitzman y Summerbell, 1995).

e Antropofilicos, que parasitan al hombre, el cual constituye su reser-
vorio, infectando de persona a persona y con posibilidad de producir
brotes epidémicos locales (escuelas, cuarteles, etc.). Los cuadros
clinicos a que dan lugar son de evolucién cronica, con escasa reac-
cion inflamatoria (Figs. I-1 e 1-2).
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Zoofilicos, aquellos que parasitan a diferentes especies animales
(gatos, perros, terneros, cerdos, caballos, ratones, erizos, etc.),
donde producen con frecuencia zoonosis en granjas, peleterias o
cebaderos (Georg 1960; Connole 1965; Vanbreuseghem 1966; En-
glish 1972). En estos animales, que constituyen su reservorio, las le-
siones suelen ser de evolucién crénica con poca reaccion inflamato-
ria (Figs. I-3 e I-4). A partir de estos animales infectan al hombre
originando lesiones con importantes fenomenos inflamatorios (tifas
inflamatorias, kerion) como puede apreciarse en las Figs. I-5, I-6 e |-
7.

Del mismo modo, cuando una especie antropofilica infecta, excep-
cionalmente, a un animal, origina en éste lesiones con intenso com-
ponente inflamatorio (Hildrick-Smith y col., 1964). En lineas genera-
les, puede decirse que estan bien adaptados a la especie a la que
parasitan habitualmente sin inducir en ella fendmenos inflamatorios
agudos; de ahi la cronicidad de las lesiones constituyendo su reser-
vorio.

Geofilicos, aquellos que parasitan estructuras queratinizadas en el
suelo (pelos, plumas, cuernos, etc.). Algunas especies, ocasional-
mente, pueden parasitar al hombre y animales induciendo en ambos
fenomenos inflamatorios agudos (Chmel y Buchvald., 1970). El reco-
nocimiento de estas especies tiene abiertas amplias expectativas
para el mejor conocimiento de los hongos. Mediante la técnica del
“pelo de cebo” (Fig. 1-9) se han podido aislar del suelo numerosos
hongos morfologicamente similares a los dermatofitos, pero no
patogenos (Ajello y Georg, 1957). Se especula con la hipotesis de
que los dermatofitos procederian filogénicamente de hongos sexua-
dos existentes en el suelo (ascomicetos) a partir de los cuales algu-
nas especies se habrian adaptado a parasitar estas mismas estructu-
ras queratinizadas (capa cornea, pelos, uias) en el hombre y algu-
nos animales, modificando para ello su morfologia y forma de re-
produccién (asexuada). Se ha demostrado que algunas especies de
dermatofitos desarrollan su estado perfecto (teleomofo o sexual),
cuando se cultivan en tierra estéril sobre pelos (géneros Nannizzia y
Arthroderma para especies de Microsporum y Tricophyton respecti-
vamente) segin Dawson y col., 1964; Takashio 1972 y Graser, 2008
(Figs. 1-10, 1-11, 1-12, 1-13 e I-14).

Clasificacion taxonémica

La identificacion y clasificacion taxonomica de los dermatofitos se hace me-

diante siembra y cultivos en medios artificiales (a partir de material clinico)

sobre los cuales desarrollan un micelio aéreo, reproductor, formando 6rganos

reproductores muy diversos (macro y microconidios) que nos permiten su

identificacion taxonomica (Ajello, 1968; Rebel y Taplin, 1974). A nivel de las
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Figura I-8.- E. floccosum. Aspecto
carateristico del micelio y
macroconidios que permiten su
identificacion. Tomada de Martin
Pascual y Vazquez, 1979.

Figura 1-9.- Técnica del “pelo ce-
bo” o anzuelo. En una placa de
Petri con tierra hiUmeda se deposi-
tan pelo estériles, sobre los cuales
se desarrollan los hongos quera-
tindfilos del suelo, en donde po-
demos estudiar sus formas sexua-
das (ascomicetos).

Arthroderma ben-
hamiae. Cleistotecio rodeado de
hifas peridiales que ocultan el as-
co o saco donde se encuentran los

Figura [-10.-

ascosporos. Tomada de Martin
Pascual y Vazquez, 1979.
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lesiones clinicas los dermatofitos son muy
similares (micelios mas o menos tabicados
en capa cornea, macro o microsporas en dis-
posicion endotrix o ectotrix en pelo, etc.),
datos que, en la mayoria de los casos, no

permiten su identificacion.

De este modo, los dermatofitos pueden pre-
sentar tres variantes morfoldgicas distintas
en funcion del medio en el que se desarro-

llan:

1. Micelios ramificados y esporos (de dife-
rentes formas y disposicion) a nivel de
lesiones clinicas (Figs. I-15, 1-16 e 1-17).

2. Organos reproductores y micelio aéreo,
diferentes en las distintas especies y que
permiten su identificacion y clasificacion
taxonomica, cuando los observamos en
cultivos artificiales (Figs. 1-18, 1-19 e |-
20).

3. Desarrollo de estructuras complejas
sexuadas, (ascomicetos) cuando los culti-
vamos sobre pelos en la superficie del
suelo, con tierra estéril (Figs. 1-9, I-10, I-
11, 1-12, I-13 e 1-14).

Las especies del género Microsporum produ-
cen mas macroconidios que microconidios;
los macroconidios son, generalmente, fusi-
formes, multiseptados, a veces con mas de
quince septos. Su pared celular puede ser
delgada o gruesa y lisa o rugosa. Los micro-
conidios son piriformes y se disponen a unoy

otro lado de la hifa o bien aisladamente.

El género Trichophyton produce mas micro-

conidios que macacroconidios, si lo compa-
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Figura 1-11.- Aspecto de las hifas
peridiales de A. benhamiae. To-
mada de Martin Pascual vy
Vazquez, 1979.

Figuras I-12 (superior) y 1-13 (infe-
rior).- Hifas peridiales de Nanniz-
zia (N. incurvata). Tomada de
Martin Pascual y Vazquez, 1979.

Figura I-14.- Ascosporos en el in-
terior del asco que caracteriza a
los ascomicetos o formas sexuadas
de los dermatofitos. Tomada de
Martin Pascual y Vazquez, 1979.

Pablo Martin Clavijo

ramos con el género Microsporum. Los ma-
croconidios tienen forma cilindrica o alarga-
da, son lisos, de pared delgada, con un
numero menor de septos. Los microconidios
son piriformes o claviformes y pueden dispo-

nerse en forma de racimos.

Las especies del género Epidermophyton po-
seen macroconidios con aspecto de maza,
son multicelulares y sus paredes son lisas y
delgadas (Fig. 1-8). No produce microconi-

dios pero tiene muchas clamidosporas.

El género Arthroderma (estado perfecto del
Trichophyton) se caracteriza por presentar
hifas peridiales en forma de yugo o ramifi-
cadas dicoronicamente. Presentan también
ascos esferoidales u ovales y en su interior
poseen hasta 8 ascosporas (Maibach y col.,
2002).

El género Nannizzia (estado perfecto de Mi-
crosporum) se caracteriza por presentar
hifas peridiales con estrangulaciones mas o
menos pronunciadas, de superficie con ve-
rrucosidades redondeadas o alargadas como
se aprecia en las figuras adjuntas, pertene-
cientes a Nannizzia incurvata. Los ascospo-
ros son de superficie lisa y de forma redon-

deada o lenticular.

En la actualidad, el caballo de batalla con el
que se intenta resolver los problemas
taxonomicos de los hongos, en general, y de

los dermatofitos, en particular, es la biologia
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molecular, empleando diferentes técnica que estudian el ADN (genémico, nu-
clear o mitocondrial) para establecer diferencias no soélo genéricas sino tam-
bién especificas que afectan a los dermatofitos (Pereiro y col. 1999; Makimu-
ra, 2001; Jackson, 2001; Bergmans y col.,
2008; Erhard y col., 2008; Kong y col., 2008;
Wu y col., 2009).

Tradicionalmente a los dermatofitos se los

Figura I-15.- Escamas de un herpes
circinado (Tinea Corporis), donde
se observan micelios ramificados y
tabicados, aspecto que no permite
la identificacion del hongo (obser-
vacion postratamiento con KOH al
30%).

,,J,“
l{ RIS

Figura 1-16.- Parasitacion endotrix
de un pelo en una tifa tricofitica.
Las hifas se fragmentan en artros-
poras que se hallan en el interior
del pelo (tratado KOH 30%).

Figura I-17.- Parasitacion ectotrix
de un pelo en una tifia microspori-
ca. Numerosos artrosporos, re-
dondos, de pequeno tamano (mi-
crosporos), se encuentran en la
superficie del pelo (tratado con
KOH 30%).

considera agentes patogenos ‘“queratinofi-
los”, es decir, con capacidad para parasitar,
solamente, estructuras queratinizadas (capa
cornea, pelos, uias, cuernos), zonas donde
los encontramos habitualmente y no en otros
niveles de la piel (dermis) o en otros érganos
(musculo, higado, pulmon, etc.). Sin embar-
go, es conocido que los dermatofitos pueden
profundas,

desarrollarse en estructuras

cuando los cultivamos sobre trozos de piel
escindida o sobre otros dérganos. Hoy sabe-
mos que en el suero existe un factor anti-
fangico (ligado a las transferrinas insatura-
das) que inhibe el desarrollo del hongo (King
y col., 1975). Esta es la razon por la que los
dermatofitos no pueden penetrar mas alla de
la capa cérnea ni de la zona queratogena del
pelo (Kligman, 1956, Lorincz y col., 1958,
Blank y col., 1959, Roth y col., 1959, Hildick-
Smith, 1964; Ogawa y col., 1998; Muhsin y
Hadi, 2001). Cuando en circunstancias muy
especiales estos hongos parasitan estructuras
cutaneas profundas (dermis e hipodermis)
originan reacciones granulomatosas similares

a las observadas en micosis profundas, con

células epitelioides y gigantes multinucleadas, de evolucién muy cronica, des-
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critas originalmente por Blannk y col. (1959) en un paciente que carecia del
factor antifungico y posteriormente por otros en pacientes con o sin otros
desordenes inmunologicos (Chen y col., 1993; Tsang y col., 1996; Ogawa y
col., 1998; Sentamilsevi y col., 1998; Voisard y col., 1999; Chastain y col.,
2001; Smith y col., 2001).

Inmunologia

Pese a parasitar estructuras en eliminacion
de la superficie de la piel (capa cornea, pe-
los) los dermatofitos producen sustancias
con capacidad antigénica (glicopéctidos y
queratinasas) que se difunden a través de los
tejidos, induciendo una respuesta inmunolo-

gica que afecta tanto a la inmunidad celular,

) ] ) linfocitaria, como a la humoral, responsables
Figura I-18.- Hifa “pectinada” o en

peine, caracteristica del M. au- de las lesiones clinicas y de la reaccion a la
douinii. Tomada de Martin Pascual o

y Vazquez, 1979. tricofitina (Ito, 1965; Grappel y Blank, 1972;
Jones y col., 1974; Calderon, 1989; Jones,
1993; Weitzman y Summerbell, 1995). Los
hongos adaptados a una determinada espe-
cie animal inducen escasa respuesta inmu-
noldgica, que se traduce en lesiones de evo-

lucion cronica con minima reaccion inflama-

toria. En cambio, cuando estos mismos hon-

Figura 1-19.- Tipicos “candelabros

fdvicos” caracteristicos del T. gos parasitan otras especies, dan lugar a
schonleinii, responsable del favus .. . .

o tina favica. Tomada de Martin cuadros clinicos con intenso componente in-

Pascual v Vazquez, 1979.

flamatorio (kerion).

Esta respuesta inmunologica es la responsable de la curacion espontanea de
las tinas en plazos mas o menos largos, dependiendo de la intensidad de esta

respuesta y dejando una inmunidad permanente en condiciones normales; es
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también la razon, por la que las epizootias afecten a animales jovenes, siendo
raras en adultos (Lorincz y col., 1958; Rot-
man, 1947).

Histoldgicamente, esta respuesta
inmunoldgica se traduce en fendmenos
inflamatorios epidérmicos con exocitosis

linfocitaria  (espongiosis) e infiltrados

perivasculares  dérmicos de  células

Figura 1-20.- M. canis. Macroconi- mononucleadas. Fenémenos similares

dios grandes, fusiformes, tabica-
dos. En superficie son visibles las
espinas. (Azul de lactofenol).
400x.

observamos a nivel del epitelio folicular.

Rasgos generales de las tres especies estudiadas

T. mentagrophytes (v. mentagrophytes)

Del T. mentagrophytes existen dos variedades: una forma antropofilica (va-
riedad interdigitale) y otra zoofilica (variedad mentagrophytes) (Georg 1954).
La primera parasita Unicamente al hombre produciendo cuadros de evolucion
cronica, con escasa reaccion inflamatoria. La variedad zoofilica parasita a di-
ferentes especies animales, generalmente roedores (conejos, ratas, etc.), pe-
ro también otras especies (vacas, cerdos,
etc.). Es, sin duda, el hongo patogeno de
mayor difusion en el reino animal (Kaufman
y col., 2007).

En estos animales produce lesiones con

minimo componente inflamatorio, reconoci-

Figura I-21: Parasitacion intrafoli-
cular de un pelo. Se observan
abundantes esporos con deses- pelo; en cambio, cuando infecta al hombre
tructuracion del tallo piloso. Esta

es la razon por la que el pelo se  origina cuadros clinicos con intensa reaccion
rompe, originando placas pseu- . .

doalopécicas, tonsurantes. PAS inflamatoria (kerion) (Velasco y col., 1979;

(acido periodico de Schiff). 400 x

bles Unicamente por la tonsura o ruptura del

Pereiro y col., 1991).
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La variedad interdigitale, por lo general no parasita el pelo, mientras que la
zoofilica (v. mentagrophytes) lo hace disponiéndose los esporos sobre su su-

perficie (parasitacion de tipo ectoétrix). Fig. I-21 e 1-22.

Todas las variedades de T. mentagrophytes perforan el pelo “in vitro”, me-
diante unas formaciones miceliales especiales (“organos perforantes”), rasgo
que permite su diferenciacion con otras especies como el T. rubrum (Mercer y
col., 1963).

En medios de cultivo, el T. mentagrophytes
(v. mentagrophytes) puede presentar gran
riqueza de estructuras microscopicas. Se ob-

servan tipicos microconidios dispuestos como

“racimos de uvas” y abundante micelio. Los
B "X microconidios pueden encontrarse también
Figura 1-22: Parasitacion de un  dispuestos lateralmente sobre las hifas, mos-

foliculo piloso, donde se observa

el epitelio folicular y abundantes  trando formas y tamanos variables. Es fre-
micelios, de negro intenso, sobre .. ) )
la queratina del pelo. Nitrato me- ~ cuente y caracteristica la presencia de hifas

tanamina de lata (GOMORI- . . . _
GROCOTT). 400X_p ( en espiral (“spiral coil”) y otras con distinta
forma y disposicion (“en astas de ciervo” y
otras). Pueden observarse también clamidosporos, tanto terminales (en el ex-

tremo de la hifa) como intermedios (Rebel-Taplin, 1974).

La variedad mentagrophytes puede presentar macroconidios fusiformes, tabi-
cados y de superficie lisa o con alguna verrugosidad. Todas las especies de T.
mentagrophytes desarrollan su estado perfecto (sexuado), como Artroderma
benhamiae, cuando se cultivan sobre pelos en la superficie de tierra (Ajello y
Cheng, 1967, Padhye y col., 1973).

T. erinacei

EL T. erinacei descrito por Marples y Smith (1960), Smith y Marples (1963), Mo-
rris e English (1969), se considera una variedad del T. mentagrophytes. Es una
especie zoofilica que parasita habitualmente al erizo, que constituye su prin-
cipal reservorio. Ocasionalmente puede parasitar al hombre originando cua-

dros de tinea corporis (herpes circinado) y tinea capitis (English y col., 1962,
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Quaife, 1966, Rush-Munrd y Smith, 1971). Se desarrolla bien en los medios de
cultivo estandar, dando lugar a colonias pulverulentas, blanco-cremosas y su-

perficie inferior amarilla brillante.

Microscopicamente, presenta abundantes microconidios dispuestos en racimos
o lateralmente sobre las hifas (similares al T. mentagrophytes, v. mentagrop-
hytes). Es frecuente la presencia de clamidosporos en disposicion terminal e
intermedios. Los macroconidios son de aspecto fusiforme, septados y de su-

perficie lisa.

Como otras variedades de T. mentagrophytes, el T. erinacei puede desarrollar
su estado perfecto como Arthroderma benhamine, variedad erinacei (Taka-
hashi y col., 2003).

M. canis

El M. canis es el agente causal mas frecuente de Tinas Tonsurantes (tinae ca-
pitis) en nuestro medio (Velasco y col., 1979). Su reservorio principal lo cons-
tituyen los gatos, en los que produce lesiones caracteristicas de tinas, fre-
cuentemente localizadas en la cabeza, similar a las producidas por el T. men-
tagrophytes (v. mentagrophytes) en los roedores. Puede producir también in-
fecciones en perros aunque con menor frecuencia (pese a denominarse canis).
A partir de estos animales infecta al hombre (sobre todo a ninos), ocasionan-
do, algunas veces, brotes de epidemias familiares. En ninos originan tinas ton-
surantes en grandes placas, generalmente muy inflamatorias y menos cronicas
que las producidas por especies antropofilicas (M. audouinii) (Velasco y col.,
1979) (Fig I-5).

Sus colonias crecen con rapidez y, microscopicamente, se caracterizan por la
presencia de abundantes macroconidios grandes, fusiformes, con presencia de
“espinas” en su superficie y septos prominentes, generalmente mas de seis.
Estos elementos permiten reconocerlo y diferenciarlo de otras especies, de
acuerdo con Rebel y Taplin (1974) (Fig. 1-20).
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Repercusiones; epidemioldgicas y econémicas

Las dermatofitosis son extraordinariamente molestas y en ellas se emplean

millones de délares para su tratamiento.

Como se ha dicho, en la actualidad se admite la existencia de unas 40 espe-
cies de dermatofitos, si bien, que sean capaces de producir dermatofitosis son
unas 30. Existe una gran variabilidad climatica, geografica y socioeconomica,
que dan lugar a cambios en la distribucion de los agentes etioldgicos. Algunos
tienen una distribucion geografica limitada, como el T. concrentricum que se
corresponde con Oceania o el T. soudanense con Africa, si bien los flujos mi-
gratorios pueden dar lugar a que algunas especies se encuentre en otros pai-

ses donde no es habitual su existencia (Kwon-Chung y Bennett, 1992).

Se han detectado dermatofitosis en mas de 100 paises de varios continentes y
en algunos con gran incidencia (Sarkisov y Koromyslov, 1983). Aunque en Es-
pafa no existen estudios sobre el particular, si los hay en otros paises; las
pérdidas son considerables debido a que producen alteraciones en el creci-
miento de los animales que detiene el flujo zootécnico y a la devaluacion de
las pieles (Mitchell, 1983; Proenca, 1990; Lopez y col., 1994; Bofill y col,
1996) lo que da lugar a que tengan una gran repercusion econdémica dificil de

cuantificar de forma objetiva (Ajello, 1974; Pereiro, 1982).

Grosshans y col. (1986), analizan dermatofitosis en trabajadores de minas de
carbon, de postasa o en cocineros y trabajadores de factorias de motocicletas
y encuentran que un 40,7% presentan dermatofitosis, siendo el T. mentagrop-

hytes, seguido de T. rubrum, los mas frecuentes.

Khosravi y col., 1994, hacen un amplio estudio de dermatofitois en Iran, entre
los afos 1986-1991. Afectan sobre todo, por edad, a dos grupos de poblacion,
uno entre los 1-9 anos y otro entre los anos 20 -29. De los casos estudiados,
9345 fueron confirmados como dermatomicosis, de los cuales, 1633 lo fueron
por microscopia, 429 por cultivo y el resto, por ambas técnicas. De mas a me-
nos frecuentes las dermatofitosis encontradas fueron: Tinea corporis, pedis,
cruris, manum, unguium y barbae y los dermatofitos y también por orden de

frecuencia: M.canis, T.rubrum, E. flocosum, T. mentagrophytes (v interdigi-
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talis), T. verrucosum, T. violaceum, T. schoenleinii, T .tonsurans, T. erinacei

y M. gallinae.

Entre el personal militar de EEUU y del Reino Unido estudios de Mitchell
(1983) se aprecio una incidencia de del 17-24% de dermatofitisis; Rosell y De
la Fuente (2009) encuentran, en granjas de conejos estudiadas durante dos
anos, que la morbilidad de gazapos afectados era variable, en algunos casos

del 10% y en otros se elevaba hasta el 80-90% de los individuos.
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Teniendo en cuenta todos estos aspectos sefalados en el capitulo precedente,
es evidente que los dermatofitos sufren cambios genéticos que se traducen en
modificaciones morfoldgicas y reproductoras importantes, cuando pasan de
saprofitos, en estructuras queratinizadas del suelo, a parasitar distintas espe-
cies animales o al hombre. En este Gltimo, hay especies que han desarrollado
mayor capacidad patogena (T. mentagrophytes, v. mentagrophytes), mientras
que otras quedan restringidas a, practicamente, una sola especie (T. menta-
grophytes, v. erinacei) que solo parasita al erizo. Es posible, por tanto, que
estas diferencias patogenas se correspondan con diferencias morfologicas es-

tructurales finas, que podemos identificar con microscopia electronica.

Ademas debemos anadir que, debido a la pandemia de Sida que aparecié en
los afos 80 ha favorecido la aparicion de micosis sistémicas poco habituales
hasta entonces e incluso, los transplantes de 6rganos y las terapias anticance-
rosas ha ampliado el nhumero de enfermos con factores de riesgo para contraer
una infeccion fungica invasora (ver Peman y col., 2001); ello da lugar a que es
necesario un seguimiento mas concreto y que se debe hacer un diagnostico
rapido y preciso, sabiendo incluso que existen muchas cepas resistentes a

tratamientos antifingicos.

Como ejemplos podemos citar los trabajos de Mitchell y col. (1983), que afir-
man la existencia de infecciones micoticas raras como la cromoblastomicosis
que puede afectar al hombre, provocandole Ulceras torpidas donde se encuen-
tran hifas, tanto en dermis como en epidermis. Igualmente Lopez y col. (1994)
en enfermedades tipo blastomicosis, que afectan a la piel y también a los
pulmones, pueden llegar a provocar queratitis oftalmoldgicas. De Hoog y col.
(2000a) en pacientes con cromoblastomicosis, llama la atencidon que se debe
analizar el problema de la fagocitosis para determinar si los Ascomicetos son o

no patogenos.
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En nuestro trabajo, estudiaremos dos especies del género Trichophytum (T.
mentagrophytes, v. mentagrophytes) muy patogenas y T. erinacei, patogena
restringida. Es posible que la distinta agresividad de estas dos variedades del
mismo hongo puedan corresponderse (como hemos dicho) con alguna diferen-
cia ultraestructural, demostrable en el micelio reproductor obtenido en me-
dios de cultivo artificial, donde la riqueza y abundancia de estructuras nos

permite material suficiente para su estudio.

Del género Microsporum estudiaremos el M. canis, especie zoofilica patdgena
para distintos animales (gatos, perros, roedores) a partir de los cuales infecta
al hombre. Es un hongo agresivo, que puede producir epidemias a nivel fami-
liar o en grupos (escuelas) y que puede permitirnos comparar con las otras es-

pecies de Trichophytum antes mencionadas.

Nuestra hipdtesis esta encaminada a determinar si existen o no diferencias

morfologicas ultraestructurales en relacion con el grado de patogenicidad.

Objetivos:

El estudio que hemos propuesto esta englobado en una linea de investigacion
cuyo objetivo principal es analizar diferencias morfoldgicas ultraestructurales

en relacion con la patogenicidad de diferentes especies de dermatofitos.

Como objetivos concretos, consideraremos:

Estudiar dos especies zoofilicas, de dos géneros diferentes, muy frecuentes en
nuestro medio (T. mentagrophytes y M.canis) y una tercera (T. erinacei)

menos patdgena y de escasa incidencia.

1. Analizar comparativamente los 6rganos reproductores (macro y microconi-
dios) con el microscopio electrénico de barrido.

2. Estudiar a nivel ultraestructural el micelio y los érganos reproductores de
los dermatofitos resefados, centrandonos en los espacios interséptales y el
propio septo.

Para poder conseguir los objetivos propuestos se ha tenido en cuenta el

siguiente disefo experimental:
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1. Puesta al dia de la bibliografia existente en relacion con los hongos, en ge-
neral, y con los dermatofitos en particular.

2. Obtencidn y procesado de las muestras para el estudio microscopico a ni-
vel ultraestructural. Para lo cual se han obtenido los hongos a partir de le-
siones clinicas en diferentes especies animales. Las muestras se han culti-
vado en medios estandar de dextrosa-agar de Saboureaud y mycobotic agar
(DIFCO).

3. Las especies se han identificado por microscopia optica a partir de mues-
tras de las colonias desarrolladas.

4. Finalmente, con un punch de 8mm se tomaron muestras de los cultivos pa-
ra su fijacion y posterior procesamiento estandar para estudio con el mi-
croscopio electronico de barrido y de transmision.

5. Estudio morfolégico comparativo, a nivel ultraestructural, del micelio re-
productor de los dermatofitos seleccionado para el estudio.

6. Presentacion ordenada de los resultados, a través de la iconografia obteni-
da con los microscopios electronicos de barrido y de transmision.

7. Discusion de los hallazgos en las especies analizadas y elaboracion de co-
mentarios tras contrastar los resultados con los datos existentes en la bi-
bliografia internacional.

8. Resumen final de resultados y elaboracion de las conclusiones.
9. Exposicion de las referencias bibilograficas manejadas.
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Muestras analizadas

Para el estudio del T. mentagrophytes (v. mentagrophytes) se recogieron
muestras de escamas de lesiones clinicas de tinas en conejos (fundamental-
mente) y cerdos. Para el M. canis, las tomas se hicieron de tinas de gatos. El
T. erinacei, dificil de obtener por parasitar exclusivamente en erizos y ser ra-
ras las infecciones en el hombre, nos fueron facilitadas las colonias, en me-
dios de cultivo, por el Dr. Pereiro de la catedra de Dermatologia de la Facul-
tad de Medicina de Santiago de Compostela, obtenidas de una lesion de her-

pes circinado sobre el dorso de la mano de un varon agricultor, de 38 anos.

Las tres especies fueron identificadas con microscopia optica por observacion
de los organos reproductores, aspecto del micelio reproductor, macro y mi-
croconidios. La técnica para la recogida de muestras es sencilla y el material

necesario esta al alcance de todos. Se requieren:

e Pinzas de depilar, para extraer el pelo roto (“tonsurado”) en las le-
siones de tifa, y tijeras finas y fuertes para tomar muestras de es-
tructuras queratinizadas como unas.

e Cucharilla de raspado de Brocq o bien bisturi, para recoger esca-
mas.

e Dos portaobjetos estériles para conservar las muestras. Para el
transporte de las mismas es preferible usar fragmentos de papel
plegados.

e Asa de platino utilizada para sembrar las muestras.
e Medios de cultivo en agar glucosado de Sabouraud con o sin antibi-
oticos.

Siembra de las muestras.

En nuestro estudio, hemos usado los cultivos estandar dextrosa-agar de Sabou-
reaud con cicloheximida y cloranfenicol (el cloranfenicol controla la contami-
nacion bacteriana y la cicloheximida, los mohos saprofitos) y el Mycobiotic

agar (DIFCO), en tubos de ensayo.

Es necesario contar con estufa y nevera para conservar los medios de cultivo.
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En las lesiones cutaneas secas y descamativas (tinas) las escamas se obtienen
del borde de la lesidn, raspando con una cucharilla u hoja de bisturi y se colo-

can entre dos portaobjetos estériles o flameados.

Para la recogida de pelos, que sobre las lesiones aparecen rotos (tonsurados) y
entre abundantes escamas, se utilizan pinzas de depilar con las cuales se
arrancan facilmente. La muestra debe tomarse en el borde de la lesidon entre

la regidn sana y la enferma.

Antes de iniciar el cultivo de las muestras obtenidas es necesario efectuar un
examen directo de las mismas, que permite observar el hongo sin modifica-

ciones y cuantificar la cantidad de elementos.

Las muestras con queratina, como pelos y escamas, son dificiles de observar,
por lo que deben utilizarse sustancias aclarantes que destruyan la queratina y
permitan visualizar los hongos. Hemos utilizado como reactivo una solucion de
potasa (KOH) al 30%. El analisis se realiza en pocos minutos calentando pre-

viamente la laminilla. Es un método sencillo, barato y rapido.

Las muestras se recogen con el asa de platino previamente calentada al rojoy
enfriada en el medio de cultivo estéril, lo cual facilita la adherencia de pelos
y escamas. Los especimenes se conservan a temperatura ambiente o en estufa

entre 27-30° C, hasta el desarrollo de las colonias en una o dos semanas.

El estudio anatomopatoldgico de los dermatofitos y micosis superficiales en
general, no tienen utilidad practica pues los hongos se encuentran en la capa
cornea o el pelo, por lo cual se reconocen facilmente con un examen directo.
Para visualizarlos sobre cortes histoldgicos se usa la técnica de PAS (Acido pe-
riodico de Schiff) colorante con gran afinidad por los mucopolisacaridos que
contienen las paredes fingicas y que colorean de rojo. También se emplea la
impregnacion argéntica con nitrato metanamina de plata (GOMORI-GROCOTT)

que colorea de negro intenso las paredes del hongo (Figs. I-21 e i-22).
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Procesado de las colonias para su estudio ul-
traestructural (MET y MEB)

A partir de los cultivos se extrajeron muestras para su observacion al micros-
copio electronico de transmision (MET) y de barrido (MEB), siguiéndose las

pautas que se exponen a continuacion.

Microscopia electrénica de transmision.

Para el estudio de los dermatofitos al MET, se siguieron los siguientes pasos:

1.- Fijacion. Se utilizé el método
de Kellenberger (Kellenberger y
col., 1958) con tetradxido de os-
mio al 1 % en tampdon Michaelis
(0,1 M, pH 6,1) al que se agregd
cloruro calcico. El material fue fi-

jado durante 2 horas, a 4° C.

2.- Lavado y tallado de las
muestras. El material se lavo con
solucion de Kellemberger (tampodn

Michaellis mas cloruro calcico) a

pH 6,1 y se tallaron las muestras

Figura- MM-1.- Microscopio Electrénico de €n bloques de aproximadamente 1

Transmision Zeiss-900 del Servicio de Micros- 3
copia electronica de la USAL. mm-.

3.- Deshidratacion. Las muestras siguieron un proceso gradual de deshidrata-
cion con acetonas: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y acetona absoluta (100%). En ca-
da paso por acetona permanecieron durante 30 minutos. Ademas, a la acetona
de 70% se le agregd 2% de acetato de uranilo para el contraste en bloque y las
muestras permanecieron incluidas durante toda la noche. La acetona absoluta
se renovo tres veces. Para finalizar la etapa de deshidratacion las muestras se

pasaron dos veces por oxido de propileno, a razon de 5 minutos cada pase.
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4.- Inclusion. Las piezas fueron pasando gradualmente por mezclas de déxido
de propileno-araldita hasta araldita pura, siguiendo las técnicas habituales de

inclusion.

5.- Obtencion de cortes semifinos, ultrafinos y contrastado de los cortes.
Se obtuvieron cortes semifinos (entre 1y 2 um de espesor) con un ultramicro-
tomo LKB (ultratome Ill) que se tifleron con azul de toluidina para la eleccion
de la zona a estudiar. Localizada la zona de estudio se practicaron cortes ul-

trafinos de 40 nm, que fueron contrastados con el método de Reynolds (1963).

6.- Observacion y fotografiado de las muestras. Parte del material fue es-
tudiado en un MET, Philips EM-201, perteneciente al Servicio de Microscopia
Electronica del Hospital Clinico Universitario de Salamanca y el resto se ana-
liz6 con el MET Zesis-900, del Servicio de Microsopia Electrénica de la Univer-
sidad de Salamanca. En el primer caso, las fotografias del material estudiado
se tomaron en pelicula negativa, blanco y negro, de 25 mm., utilizandose
tiempos de exposicion de 2 segundos, con un diafragma de contraste de 30
micras. En el segundo caso, las imagenes, de tipo digital, se tomaron con una
camara digital acoplada al MET Zeiss-900 (“Wide-angle dual Speed SlowScan
CCD camera TRS” para MET) y archivadas en formato TIFF, empleando para su

tratamiento ulterior el programa informatico ImageSP Viewer®

Los aumentos de las imagenes se expresa, bien mediante barras calibradas en
las propias micrografias electronicas o bien, en la leyenda de las figuras, en
cuyo caso la cifra consignada corresponde al aumento del negativo multiplica-

do por 3 (aumento final de la imagen positiva impresa en las hojas A4).

Microscopia electrénica de barrido.

Para el estudio de los dermatofitos al MEB, los pasos metodologicos fueron:
1.- Fijacion del material. Las muestras se fijaron en glutaraldehido al 6 % en
tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4) a temperatura de 4° C. Se utilizaron tiempos

variables de fijacion, entre 3 y 6 horas, dependiendo del grosor y cualidades

de la muestra.
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2.- Lavado y tallado. El material se lavo durante 2 horas con tampoén fosfato
(0,1 M, pH 7,4), al que se agregod 6,84% de sacarosa para mantener la osmola-

ridad. A continuacion se tallo el material en piezas de 4 x 8 x 2 mm.

3.-Post-fijacion. Las piezas se post-fijaron en tetradxido de osmio al 1% en
tampon fosfato (0,1 M, pH 7,4), durante 2 horas y a 4°C, para después ser la-

vadas nuevamente en tampon fosfato con sacarosa.

4.-Deshidratacion. Las muestras se deshidrataron en acetonas de porcentaje
progresivo: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y acetona absoluta. En cada acetona se
dejaron aproximadamente 30 minutos, excepto en las de 70% que fue de 12 a

20 horas. La acetona absoluta se renovo tres veces.

5.- Secado por el procedimiento del “punto critico”. Las muestras se intro-
dujeron en la camara de presion de aparatos de secados, marcas Polaron E-
3000 y Bio-Rad, sumergidas en acetona absoluta. En la camara se verifica el
cambio de acetona por dioxido de carbono liquido. Eliminada la acetona se
calienta lentamente la camara por medio de agua hasta que el dioxido de
carbono pasa, en su punto critico (31,5°C), de liquido a gas, secando a la
muestra y preservando su superficie de las tensiones que sufririan si se utiliza-

se otro método de secado, como por ejemplo, el secado al aire.

6.- Metalizacion. Después de fijar las muestras a los porta-muestras con plata
F | coloidal, se colocaron en la cam-

pana de un metalizador (ISI E-5000

b. : o Bio-Rad), para revestirlas con

I ; ‘ una capa de oro, de unos 20 nm de
espesor. Los tiempos de descarga
B P :] L1 4 fueron de 2 a 3 minutos mante-
@ = 7 BT E . -1 & niendo el amperaje a 20 miliampe-

rios.

Figura MM-2.- Aparatos de secado (“punto
critico”) y de metalizacion de la casa Bio-Rad.
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7.- Observacion y fotografiado de las muestras. Como en el caso de la mi-
croscopia electrénica de transmision, parte del material fue estudiado en un
; MEB (Philips PSEM-500), pertene-

" p= =
‘ : ciente al Servicio de Microscopia
r Electronica del Hospital Clinico
Universitario de Salamanca; el
resto se analizd con el MEB del
Servicio de Microscopia

ca de la Universidad de
ca, Zeiss DSM 940.

Figura MM-3.- Microscopio electronico de ba-  E| voltaje de aceleracion vari6 en-

rrido Philips SEM-500 del Servicio de ME del

Hospital Clinico Universitario de Salamanca. tre 12 y 50 kilovoltios, asi como el
tamano del haz incidente sobre las muestras, con rangos de 250 a 32, depen-
diendo de los aumentos utilizados para el visionado de las muestras. Los dia-
fragmas y el tiempo de barrido varid con las caracteristicas técnicas de cada
equipo, en el caso del MEB Philips PSEM-500, los diafragmas utilizados se apli-
caban manualmente y fueron de 400, 200 y 100 micras y el tiempo de barrido
por cuadro, de 32 milisegundos. Con el MEB Zeiss DSM 940, la mayoria de las
operaciones, se realizan de forma automatica, ajustando diafragmas y tiempo

de barrido a la magnificacion de la imagen.

. | En cuanto a las microfotografias
l ‘ obtenidas, también hubo variacion
% dependiendo del equipo microsco-
pico empleado. Con el Philips
PSEM 500, se utilizo pelicula nega-
tiva, en blanco y negro de 35 mm
y 400 ASA de sensibilidad, mien-

tras que en el Zeiss DSM 940 las
BFFFE =
Figura MM-4.- Microscopio electronico de ba-

rrido Zeiss DSM-940 del Servicio de ME de la  mente digitalizadas en un ordena-

USAL.
dor Hp Workstation “XW 8000” de

imagenes elegidas fueron directa-
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Hewlett-Packard y tratadas con su software de aplicacion y archivadas en

formato TIFF.

Los aumentos de las imagenes en el presente trabajo de Tesis se expresan
mediante barras calibradas en las propias micrografias electronicas que apor-

taban los equipos microscopicos empleados.

Tratamiento de texto e imagenes. Edicion final.

El procesado de los textos y la edicion final se realizo con el programa de Mi-
crosoft Word (Office 2007 Profesional para Windows XP Profesional), utilizan-
do ordenadores PC, con procesadores superiores a 2500 MHz montados en pla-

cas Pentium IV.

La impresion final se realizé en las impresoras laser de blanco y negro (Canon
E-6000) y color (Oki C-5600).
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T. mentagrophytes (v. mentagrophytes)
Microscopia Electrénica de Barrido

El micelio reproductor esta constituido por abundantes hifas finas, so-
bre las que se disponen los microconidios con formas y disposicion diferentes.
En algunos sectores, los microconidios aparecen dispuestos lateralmente sobre
las hifas con un corto pediculo de insercion (Figs. 1, 2 y 5). En otros sectores
se observan numerosos microconidios dispuestos en formaciones que semejan
“racimos de uvas” y abundante micelio con hifas finas y entrelazadas. Los mi-
croconidios son de forma redondeada u oval, de superficie lisa y con un fino
pediculo de insercion que indudablemente recuerda, en conjunto, “un racimo

de uvas”, tanto por la forma como por la disposicion (Figs. 3y 4).

Los microconidios pueden observarse también en disposicion lateral so-
bre las hifas, de aspecto redondeado o piriforme y con un corto pediculo de
fijacion (formas en “clavija”) (Fig.5). Se observan también numerosas hifas
terminales filamentosas, enrolladas en forma de muelle (spiral coil) (Figs. 6 y
7). Es frecuente la presencia de clamidosporos, tanto en disposicion terminal

como intermedia (Fig. 8).
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Figura 1.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes): MEB. Panoramica del
micelio reproductor del borde libre de la colonia, con microconidios

redondeados o piriformes en disposicion lateral sobre las hifas .1250 x
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Figura 2.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes): MEB. A mayores aumentos
de la figura anterior, se observan con detalle la forma y disposicion de los

microconidios (formas en “clavija”) con un corto pediculo de insercion. 5000 x
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Figura 3.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes): MEB. Panoramica del mi-
celio reproductor con presencia de hifas finas, de superficie lisa, sobre las que

se desarrollan abundantes microconidios dispuestos en racimos.1250 x
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Figura 4.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Detalle de los micro-

conidios de forma ovalada, semejando un “racimo de uvas”.5000 x

62



Resultados Pablo Martin Clavijo

63



Resultados Pablo Martin Clavijo

Figura 5.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Otro aspecto del mi-

celio reproductor con microconidios en disposicion lateral (formas “en clavi-

ja”).2500x
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Figura 6.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Micelio reproductor

con abundantes hifas enrolladas en forma de muelle (spiral coil). 640 x
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Figura 7.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Detalle de las hifas
de la figura anterior con su aspecto caracteristico. Estas formaciones son ex-

clusivas de esta especie y alguna de sus variantes. 1250x.
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Figura 8.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Micelio reproductor
con clamidosporos en disposicion terminal en el extremo distal de la hifa (T) e
intermedios (l). 2500x.
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Estas formaciones junto con los micro y macroconidios, constituyen un rasgo
mas para su identificacion, pues, aunque no exclusivas de él (también las pre-
senta el T. erinacei, entre otros) no suelen ser tan abundantes en otras espe-

cies.

Los macroconidios aparecen como elementos fusiformes con el extremo distal
afilado y el proximal unido a la hifa por un estrecho pediculo. Su superficie es
lisa, siendo visibles las elevaciones anulares de los septos, mas resaltadas en

el extremo distal (Fgs. 9y 10).
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Figura 9.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Micelio reproductor

con presencia de macroconidios fusiformes, de superficie lisa. 1250x.
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Figura 10.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MEB. Otro aspecto de

macroconidio entre el micelio reproductor. 2500x
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Microscopia Electronica de Transmision-

Las hifas muestran una fina pared en la cual pueden distinguirse una capa ex-
terna (e) densa y una interna (i) mas gruesa y de menor densidad. El ci-
toplasma presenta amplias zonas vacuolizadas, entre las cuales se observan
algunas mitocondrias y cuerpos lipidicos (Figs. 11y 12). En la pared de algunas
hifas se observa una prominencia a modo de yema, bien delimitada por una
pared similar a la de la hifa y con contenido citoplasmatico (Fig. 12); estas

formaciones corresponden a microconidios en su fase inicial.

En algunas hifas se observan sobre la capa externa excrecencias verrucosas de
mayor densidad electrdnica, que se originan en la capa externa y que podian

corresponder al inicio mas precoz de un microconidio (Fig. 11).
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Figura 11.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifa del micelio re-
productor: capa externa (e), capa interna (i), verrucosidad (v). Es posible que

esta verrucosidad sea el inicio temprano de la formacion de un microconi-

dio.27.300 x
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Los diferentes segmentos de la hifa estan aparentemente separados por una
pared o septo, el cual esta formado por la membrana interna, que separa dos
segmentos de la hifa. En la parte central del septo puede verse el poro septal,
que comunica ambos segmentos o compartimientos de la hifa y el cual puede
tener un orificio mayor o menor dependiendo de la actividad del hongo, per-
mitiendo el intercambio de material citoplasmatico, incluyendo el nucleo
(Figs. 13, 14, 15y 16).

El contenido de las hifas esta formado por zonas densas proximas a los septos
y, en el resto, por material vacuolado sin que puedan diferenciarse organulos
citoplasmaticos. En otras, sin embargo, se observan mitocondrias irregulares
con crestas transversales (m) y membranas distribuidas irregularmente por el

citoplasma (Figs. 16-17).

Las hifas en espiral presentan una pared no tan bien definida, con una capa
externa fina y una interna menos densa que en las hifas normales. El cito-
plasma presenta un aspecto vacuolado, con pequefas vesiculas y algunas mi-

tocondrias (Fig 17).

Los macroconidios, observados en un corte sagital, muestran su pared con una
capa externa y otra interna de mayor grosor, que forma los septos. En el cito-
plasma se observa la membrana plasmatica, vacuolas, nucleo, mitocondrias y

cuerpos lipidicos (Figs. 18, 19 y 20).
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Figura 12.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifas del micelio
reproductor. En una de ellas cortada en sentido longitudinal se puede obser-
var el inicio de la formacion de un microconidio (m). En la pared se distingue
una capa externa densa (e) y una interna (i), mas gruesa y de menor densi-
dad. 4.500x
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Figura 13.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifa del micelio re-
productor donde se aprecia la pared que constituye el septo (s) y el poro sep-
tal (p). En el citoplasma son visibles cuerpos lipidicos (L) y vacuolas (v).

27.300x
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Figura 14.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifa del micelio re-
productor. Se aprecia como la pared septal (s) esta formada por la capa inter-
na de la pared de la hifa (i). El poro septal que comunica los dos segmentos
de la hifa (p) esta limitado por la membrana plasmatica (m); en el citoplasma

hay abundantes cuerpos lipidicos(L). 41.700x
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Figura 15.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifa del micelio re-
productor donde es visible el paso de contenido citoplasmatico de ambos

segmentos a través del poro septal (p). Cuerpos lipidicos (L). 41.700x
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Figura 16.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Hifas del micelio
reproductor cortadas en diferentes secciones. Es visible la pared septal (s) y
diferentes elementos del contenido citoplasmatico. En el centro, se observa
un poro septal muy abierto, solo reconocible por la pared septal a uno y otro
lado (flechas), con evidente intercambio entre ambos compartimientos de

material citoplasmatico (recuadro superior). 6.700x (recuadro: 15.750x)
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Figura 17.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Seccion de una hifa
en espiral con su capa externa (e), interna (i) y en el citoplasma alguna mito-

condria (m). 4.500x
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Figura 18.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Macroconidio en un
corte sagital donde se observa su pared con la capa externa (e), capa interna
(i) que forma los septos (s). En el citoplasma se ve la membrana plasmatica

(mp), mitocondrias (m) y cuerpos lipidicos (L). 6.000x
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Figura 19.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Macroconidio. A
mayores aumentos se observa el contenido citoplasmatico. Cuerpos lipidicos
(L) y mitocondrias (m). 27.300 x
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Figura 20.- T. mentagrophytes (v. mentagrophytes). MET. Macroconidio. Es vi-

sible la membrana plasmatica (mp), lipidos (L) y mitocondrias (m). 18.225 x
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M. canis

Microscopia Electrénica de Barrido

M. canis con el MEB las hifas que constituyen el micelio reproductor son abun-
dantes pero poco significativas, apareciendo como elementos finos, alargados
y ramificados. Algunas presentan irregularmente engrosamientos a modo de
yemas, mal definidas y de dificil interpretacion. El rasgo distintivo y diferen-
cial del micelio reproductor lo constituyen los macroconidios; estos, de dife-
rentes tamanos, aparecen como elementos fusiformes, de superficie rugosa,
con abundantes verrucosidades que recuerdan a “copos de algodon”. Es evi-

dente también el pediculo de insercion con la hifa (Fig. 21y 22).
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Figura 21 A. M canis. MEB. Macroconidio joven, fusiforme, de superficie lisa,

en el que se evidencia el resalte de los septos. 1250 x.

Figura 21 B. M canis. MEB. Macroconidio en cuyo extremo distal se inician las

formaciones algodonosas que caracterizan a las formas maduras. 2500 x.

Figura 21 C. M canis. MEB. Macroconidio de aspecto fusiforme con numerosas

verrucosidades en su superficie. Hifas del micelio reproductor (H). 1250x
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Figura 22.- M canis. MEB. Macroconidio. Detalle, a mayor aumento, de las ve-
rrucosidades, con aspecto algodonoso (hemos comparado a “copos de al-
godon”). Estos elementos se corresponden también con las “espinas” observa-

das en microscopia optica, que son caracteristicas de esta especie. 5000x
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Microscopia Electronica de Transmision

En las colonias jovenes los macroconidios aparecen sin verrucosidades y, a
medida que maduran, éstas aparecen por el extremos apical extendiéndose

después por toda su superficie (Figs. 21 A, By C)

Con el MET, las hifas del micelio reproductor aparecen finas, alargadas y tabi-
cadas (Fig.23-A). En ellas se diferencia claramente la pared, con una capa ex-
terna (e) desflecada e otra interna (i) de mayor grosor dispuesta en estratos
fibrilares. El contenido de las hifas esta formado por zonas densas de material
amorfo mal diferenciado, cuerpos lipidicos y restos mitocondriales (Fig. 23-B,
24, 25 y 26). En otras sin embargo, se observan mitocondrias bien desarrolla-
das con crestas transversales (Fig. 27 y 28) y en algunos sectores material va-

cuolizado (Fig. 29).

Son evidentes los septos constituidos por la capa interna, apreciandose en la
zona media de algunos de ellos el inicio del poro septal y la presencia, a unoy
otro lado, de corpusculos de material denso (cuerpos de Woronin) (Fig. 30 y
31). Es posible observar también el paso de contenido citoplasmatico a uno y
otro lado del septo (Fig. 32). En la figura 33 son evidentes unas formaciones
densas, redondeadas, situadas a nivel del poro septal, que corresponden a

cuerpos de Woronin bien desarrollados.
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Figura 23 A.- M canis. MET. A pocos aumentos, hifa del micelio reproductor

donde son visibles los septos que separan los diferentes segmentos. 2.100x

Figura 23 B.- M canis. MET. Hifa del micelio reproductor con su pared conti-
tuida por una capa externa (e), otra interna mas gruesa (i) y contenido cito-

plasmatico. 13.100 x

110



Resultados Pablo Martin Clavijo

111



Resultados Pablo Martin Clavijo

Figura 24.- M canis. MET. Hifa del micelio reproductor donde son visibles los

septos (s) que separan diferentes segmentos de la hifa. 6.700 x
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Figura 25.- M canis. MET. Hifa del micelio reproductor donde se observa con
mayor nitidez la capa externa desflecada (e), la interna (i) y el contenido ci-

toplasmatico con cuerpos lipidicos (L) y mitocondrias (m). 13.100 x
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Figura 26.- M canis. MET. A mayores aumentos, se ve claramente la pared de
la hifa con su capa externa (e), su capa interna (i), la membrana plasmatica

(mp), cuerpos lipidicos (L) y mitocondrias (m). 27.300 x
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Figura 27. M canis. MET. En algunos segmentos de las hifas del micelio repro-

ductor se observan abundantes mitocondrias (flecha). 6.700 x

Figura 28.- M canis. MET. Detalle, a mayor aumento de la figura anterior, en
el que se observan claramente las mitocondrias (flecha) con sus crestas y el

contenido citoplasmatico amorfo 13.100 x
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Figura 29.- M canis. MET. En otros segmentos de las hifas se observan abun-

dantes vacuolas (v). 13.100 x
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Figura 30.- A pocos aumentos, en esta hifa del micelio reproductor son visi-
bles los septos que separan distintos segmentos, asi como su pared y conteni-

do citoplasmatico. 6.700 x
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Figura 31.- M canis. MET. Detalle, a mayor aumento de la figura anterior,
donde se observa el inicio del poro septal (p) y un corpusculo de material den-

so (cuerpo de Woronin, flecha). 13.100 x
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Figura 32.- M canis. MET. En esta hifa del micelio reproductor es visible el po-
ro septal (p) con paso de contenido citoplasmatico entre ambos segmentos.
13.100 x
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Figura 33.- M canis. MET. Hifa del micelio reproductor. En el septo y en su
parte central se observan unas formaciones densas, redondeadas, situadas a
nivel del poro septal, que corresponden a los cuerpos de Woronin (W). 27.300

X
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Los macroconidios observados con el MET, poseen una gruesa pared en la que
se distinguen una capa externa (e) de gran densidad, y otra interna (i) mucho
mas amplia y de menor densidad electrénica. Los septos son anchos y estan
formados por el mismo material de la capa interna (Fig. 34), la cual limita el
contenido citoplasmatico de aspecto denso, con zonas vacuolizadas (Fig. 35) y
donde, a mayores aumentos se pueden observar mitocondrias (m) y formacio-
nes densas pequefas y numerosas, asi como vesiculas que semejan mitocon-

drias modificadas y restos de membranas (Figs. 36, 37 y 38).

La capa externa del macrocanidio presenta una superficie irregular, rugosa,
con varias elevaciones; de ella surge una formacion a modo de penacho, des-
hilachada, que corresponde a las verrucosidades que se observan con el MEB y
a las “espinas” que se observan con microscopia optica (Figs. 39 A, By C). La
capa interna presenta un aspecto fibrilar, mostrando una zona de menor den-

sidad electronica, correspondiente a un septo (Fig. 39 B).
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Figura 34.- M canis. MET. Macroconidio con una gruesa pared, en la que se ob-
serva una capa externa (e), fina, de gran densidad electrénica y otra interna
(i), mas amplia y de menor densidad. Los septos (s) también amplios estan

constituidos por el mismo material de la capa interna. 13.100 x
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Figura 35.- M canis. MET. Macroconidio. En esta figura se observa la capa in-

terna (i), el septo (s) la membrana plasmatica (mp) y vacuola (v). 6.700 x
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Figura 36.- M canis. MET. Macroconidio. Contenido citoplasmatico con mate-
rial mal diferenciado, grumoso, con restos de mitocondrias (m) y pequenas

formaciones densas (flecha). 13.100 x
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Figura 37.- M canis. MET. Macroconidio. Se observa la gruesa capa interna (i) y

en el citoplasma restos de membranas mitocondriales y material denso.

27.300 x
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Figura 38.- M canis. MET. Macroconidio. Se aprecia la doble pared del septo
separadas por una zona clara (A) bien diferenciada. En el citoplasma material

denso irregular y mitocondrias (m). 27.300 x
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Figuras 39 A, By C.- M canis. MET. Macroconido. En su capa externa (e) apa-
recen unas formaciones filamentosas, como penachos, que corresponden a las
imagenes de aspecto algodonoso (“copos de algodon”) que observamos con el
MEB (figs. 21 y 22). También son visibles la capa interna (i) y el septo (s). A:
27.300 x; B: 13.100 x y C: 27.300 x
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T. erinacei

Microscopia Electrénica de Barrido

Con el MEB se observan abundantes microcondios dispuestos en racimos o la-
teralmente sobre las hifas, semejantes a las que presenta el T. mentagrophy-

tes (v. mentagrophytes) (Figs. 40 a 43).
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Figuras 40 y 41.- M erinacei. MEB. Micelio reproductor con hifas finas, lisas y

abundantes microconidios formando racimos irregulares.
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Figuras 42 y 43.- M erinacei. MEB. A mayores aumentos, se observan los mi-
croconidios con sus pequenos pediculos de insercion y algunos desprendidos.
Estas imagenes son similares a las observadas en el T. mentagrophytes (v.

mentagrophytes) que recuerdan a los “racimos de uvas” (ver figuras 3 y 4).
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A veces los microconidios los vemos adheridos a la hifa a lo largo de la super-
ficie y, en ocasiones, simulando racimos (Figs. 44 a 47), siendo visible el pedi-
culo de insercion del microconidio con la hifa (Fig. 48). También se observan
abundantes clamidosporos en disposicion terminal (en el extremo de la hifa) o

intermedios (Figs. 49 y 50), algunos de gran tamano (Fig. 51).

Los macroconidios son fusiformes, de superficie lisa, siendo visible el resalte
de los septos (Figs. 52 y 53) y dispuestos sobre las hifas con minimo pediculo

de insercion (Fig. 52).
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Figuras 44 y 45.- M erinacei. MEB.. En estas imagenes se puede observar como
los microconidios aparecen sobre la superficie de la hifa unidos por un peque-

ho pediculo (flecha en fig. 45).
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Figura 46. M erinacei. MEB. En esta figura aparecen los microconidios apina-

dos en forma de “racimos de uvas”.
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Figura 47.- M erinacei. MEB. Micelio reproductor en el que se observa, ademas
de los microconidios ya descritos en la figura anterior, otros “en clavija” dis-

puestos lateralmente sobre las hifas (flecha).
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Figura 48.- M erinacei. MEB. A mayores aumentos se puede observar, con de-

talle, el pediculo de insercion de los microconidios con la hifa (flecha)
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Figura 49.- M erinacei. MEB.En el centro de la figura se observa clamidosporos

intermedios en una hifa del micelio reproductor (C).
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Figura 50.- M erinacei. MEB.También se observan clamidosporos terminales en

el extremo distal de la hifa (C).
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Figura 51.- M erinacei. MEB. Mas raramente se pueden observar clamidosporos

terminales de gran tamano (C).
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Figura 52.- M erinacei. MEB. En el micelio reproductor se pueden ver macro-
conidios fusiformes de superficie lisa y con minimo pediculo de insercion (fle-

cha).
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Figura 53.- M erinacei. MEB. Otra vision de un macroconidio, fusiforme, donde

son visibles en su superficie el resalte de los septos (flecha).
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Microscopia Electrénica de Transmision

Con el MET, en una vision panoramica del micelio reproductor se pueden ob-
servar hifas cortadas en diferentes secciones, asi como microconidios (Figs. 54
y 55). Las hifas aparecen como estructuras tabicadas, con una pared en la que
se pueden diferenciar dos capas, una externa, fina, desflecada y otra interna,

mas gruesa y menos electrondensa (Fig. 56).
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Figura 54.- T. erinacei MET; panoramica del micelio reproductor donde se ob-
servan hifas tabicadas, cortadas en diferentes secciones (H) y microconidios

aislados o unidos a la hifa, de contenido denso con vacuolas (M).
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Figura 55.- T. erinacei MET. Vision panoramica del micelio reproductor con
hifas tabicadas (H), microconidos (M) bien delimitados por su pared y con un

contenido de material denso irregular.

174



Resultados Pablo Martin Clavijo

175



Resultados Pablo Martin Clavijo

Figura 56.- T. erinacei. MET. Pared de la hifa donde podemos distinguir una
capa externa (e) fina, desflecada y otra interna (i) mas gruesa, que delimita

el contenido citoplasmatico.
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Figura 57.- T. erinacei. MET. Un detalle a mayores aumentos de la figura 55
donde se observa un microconidio unido a la pared de la hifa por un fino pedi-

culo.
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En algunas secciones podemos reconocer la formacion del microconidio unido
a la pared de la hifa por un fino pediculo, con pared bien definida y contenido
citoplasmatico con vacuolas, mitocondrias bien diferenciadas y la presencia
de un material denso, esférico, que podria corresponder al nlcleo (Figs. 57,

58y 59).
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Figura 58.- T. erinacei. MET. A mayores aumentos de la figura 55, observamos
un microconido unido a la hifa con pared bien definida, conteniendo material

denso y pequenas vacuolas en su periferia (flecha).
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Figura 59.- T. erinacei MET. En algunos microconidios son evidentes mitocon-

drias (M) y material denso esférico, bien delimitado (flecha).
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Figuras 60, A, By C.-. T. erinacei. MET. En el contenido citoplasmaticos de las
hifas, limitado por una membrana plasmatica bien definida (MP), podemos
observar mitocondrias (M), abundantes cuerpos densos (CD) y material vacuo-

lado con restos de membranas (V)
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En general, el micelio reproductor de los tres hongos estudiados, T. menta-
grophytes (v. mentagrophytes), T. mentagrophytes (v. erinacei) y M. canis, es
muy complejo, con gran variedad de estructuras tanto en hifas como en las

esporas asexuadas (macro y microconidios).

El estudio ultraestructural pone de manifiesto también la complejidad de es-
tos hongos. Las hifas, aunque tabicadas, permiten a través del poro septal el
paso de material citoplasmatico (nucleo, mitocondrias, cuerpos lipidicos,
etc.) desde un compartimiento a otro, por lo que el contenido citoplasmatico
de los distintos segmentos de la misma hifa es variable en los diferentes mo-
mentos del desarrollo y evolucion de la misma. Estos hechos, ya sefialados en
estudios previos demuestran la dinamica estructural de los hongos en su desa-
rrollo evolutivo (Martin-Pascual y Vazquez, 1979; Weitzman y Summerbell.,
1995; Abdel-Rahman, 2008; Graser y col., 2008).

El elemento mas constante en la morfologia es la pared que delimita la hifa'y
que constituye también el septo (Ito y col. 1969; Pock-Steen y col. 1970). Se
trata de una estructura con gran plasticidad, que controla la permeabilidad
celular, da forma a la célula y la protege de los cambios osmoticos. También
constituye el lugar de interaccion con el medio externo, localizandose en ella
las adhesinas y un gran niumero de receptores que tras su activacion, desen-
cadenaran una compleja cascada de sefnales en el interior de la célula
(Ponton, 2008). En las tres especies estudiadas hemos diferenciado dos capas
o estratos de distinta densidad electrénica que se deben corresponder con los
distintos elementos que constituyen la pared (polisacaridos, polipéptidos y
quitina), siendo la quitina y betaglucanos los responsables de la mayor densi-
dad electronica de la capa interna (Casadevall y Pirofski. 1999 y Brown y Gor-
don. 2001).

Las proteinas generalmente estan asociadas a polisacaridos formando glico-

proteinas y representan el 20-30% del peso seco de la pared de los hongos fi-
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lamentosos. Las proteinas de la pared tienen diversas funciones, participando
en el mantenimiento de la forma celular, interviniendo en los procesos de ad-
hesion, protegiendo a la célula de sustancias extranas, participando en la ab-
sorcion de moléculas, transmitiendo sefales al citoplasma y sintetizando y

remodelando los componentes de la pared (Bowman y Free, 2006).

La quitina se sintetiza a partir de N-acetilglucosamina por la enzima quitin
sintasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio extracelular
proximo a la membrana citoplasmatica. El contenido en quitina de la pared
fangica varia segun la fase morfologica del hongo. Representa el 1-2% del peso
seco de la pared celular de las levaduras mientras que en los hongos filamen-
tosos puede llegar al 10-20%. Por su importancia en la estructura de la pared,

la sintesis de la quitina es una buena diana para la accion de los antifingicos.

El glucano es el polisacarido estructural mas importante de la pared y repre-
senta el 50-60% del peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros
de glucano estan compuestos de unidades de glucosa con uniones B-1,3 (65-
90%). El B-1,3-D-glucano se sintetiza por un complejo de enzimas denomina-
das glucanosintetasas, situadas en la membrana plasmatica. Estas enzimas ca-
talizan la formacion de cadenas lineales de glucano compuestas por aproxi-
madamente 1.500 residuos de glucosa unidos por enlaces B-1,3. En estas ca-
denas, cada 40-50 residuos de glucosa se unen nuevas unidades de glucosa por
enlaces B-1,3 para dar lugar a una estructura ramificada. Tales ramificaciones
pueden unirse a otros glucanos, a la quitina o a las manoproteinas, proporcio-
nando una gran resistencia mecanica a la pared, esencial para mantener la in-

tegridad celular.

Estudios recientes sobre la estructura y biogénesis de la pared celular de los
hongos (Alonso-Monge y col. 2008) constatan que no solo protege de las agre-
siones externas sino también es la que contacta con los tejidos del huésped,
jugando un papel esencial en la colonizacion y en la respuesta inmunologica
entre el patdgeno y el huésped (Aljabre y col., 1993; Chaffin y col., 1998;
Pontén y col., 2001; Roman, 2004; Anderson, 2005; Nimrichter y col., 2005;
Bates y col., 2006; Kaufman y col., 2007).
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Algunos componentes de la pared son muy inmunogénicos y estimulan gran
numero de respuestas celulares y humorales durante la infeccion. Componen-
tes de la pared celular como los B-glucanos y los mananos, asi como los anti-
cuerpos dirigidos contra ellos son de utilidad diagnostica al detectarse en pa-
cientes con infeccion fingica invasora (Pazos y col., 2006). Otros componen-
tes como los mananos y las manoproteinas son potentes inmunomoduladores
(Ponton, 2008).

La mayoria de los estudios sobre la pared de los hongos se ha realizado en co-
lonias desarrolladas en medio de cultivos artificiales (como nosotros) y los
realizados en la fase patdgena (micelios y artrosporos) sobre lesiones se han
hecho, en la mayoria, en animales de experimentacion y para evaluar el efec-
to de las sustancias antifungicas, por lo que, en ambos casos, pueden no ser
comparables ( Hutton y col., 1978; Osumi y col., 1984; Hay y col., 1988; Mares
y Fasulo, 1990; Kaaman y Forslind., 2001; Ghahfarokhi y col., 2004; Dueck y
col., 2004;. Por otra parte la mayoria de los estudios sobre la patogenicidad
de los hongos se han realizado con levaduras (C. albicans) fundamentalmente

(Alonso-Monge y col., 2008).

Otro elemento constante en los dermatofitos es el septo que separa los distin-
tos compartimentos de la hifa y que, en todos los casos, esta constituido por
la membrana interna de la pared, sin solucion de continuidad, dejando entre
ambas capas una fina zona clara electrotransparente, que separa ambas mita-
des y que es mas visible en los septos gruesos de los macroconidios. (Fig. 34y
39B)

Proximos a los septos pueden observarse unos cuerpos densos, redondeados
(cuerpos de Woronin, descritos por el propio Woronin en 1865), cuya funcion
no es bien conocida pero que, en cualquier caso, regulan de algin modo la ac-
tividad del poro septal (apertura o cierre), el cual permite intercambiar mate-
rial citoplasmatico a uno y otro lado (Reichle y Alexander,. 1965; Werner y
col. 1966). Otros piensan que actlan como obturadores de los poros para ais-
lar los componentes cuando estos envejecen o se diferencian (Arenas, 2008).
Probablemente, provoquen el taponamiento en momentos apropiados de la fi-

siologia de las hifas o, por el contrario, con el objeto de conseguir un estado
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pseudocelular y regular selectivamente el paso de componentes citoplasmati-

cos entre compartimentos hifales (Markham, 1994).

En comparacion con la baja frecuencia de oclusion del poro septal en micelios
no danados, es sistematica la presencia de taponamientos en los poros septa-
les de los micelios lesionados, llegando hasta el 90 % o el 100% de la oclusion
por cuerpos de Woronin en la vecindad de hifas rotas en el Penicillum chyso-
genum (Collinge y Markham, 1985; Markham, 1994). La funcion principal de
los cuerpos de Woronin es el taponamiento de urgencia de los poros septales
en respuesta al grave dano ocurrido en las hifas, generalmente por la apari-

cion de brechas en sus paredes.

Los cuerpos de Woronin no son los Unicos organulos que taponan los poros sep-
tales en los hongos filamentosos. Existen también cristales hexagonales que
siendo estructuralmente distintos se piensa que sean una subclase morfologica
de los cuerpos de Woronin (Markham, 1994). Se ha mostrado su presencia en
un numero limitado de especies de hongos filamentosos, pero no en los der-
matofitos (Markham y Collinge, 1987; Markham, 1994). En la microscopia
electrdnica aparecen como organulos hexagonales aunque su forma es suscep-
tible de variaciones (Trinci y Collinge, 1974), siendo su tamano y estructura
similares a la de los cuerpos de Woronin y aunque aparecen casi siempre oclu-
yendo los poros, en algunas especies, como en la Sordaria brevicollis, no pa-
recen desarrollar esta funcion oclusiva del poro, sugiriendo asi otro tipo de

funcion en las hifas que los portan (Collinge y Markham, 1987).

En algunas especies de ascomicotas se han visto cuerpos cristalinos alargados,
como varillas, rodeados de membrana, en asociacion a los poros septales
(Kimbrough, 1991; Turnau y col., 1993). Se piensa que puedan ser variantes
morfologicas de los cuerpos de Woronin (Turnau y col., 1993). Probablemente
los cuerpos cristalinos alargados sean, en los ascomicetas, un equivalente de
las inclusiones cristalinas protinaceas encontradas en tejidos especializados
de basiodiomicetas, en especial rhizomorfos y basidiocarpos (Wood y col.,
1985).
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Ademas de oclusiones completas de los poros por la presencia de cuerpos que
taponan la abertura, se han descrito formaciones dentro de las hifas, en aso-
ciacion con los poros de los septos fungicos o doliporos, tipicos de los hongos
basiodiomicetas y que parecen ser incompletos o, al menos, capaces de per-
mitir algin grado de continuidad citoplasmatica o molecular ente comparti-
mentos adyacentes (Markham, 1994). Entre estas formaciones se hallan los
parentosomas como estructuras asociadas al septo y que parecen derivadas
del reticulo endoplasmaticos ya que se encuentran con él conectadas (Moore,
1985). En otras especies micologicas aparecen bandas electrodensas y estria-
ciones en el canal del doliporo (Moore, 1978). En algunos miembros de los zy-
gomicotas, se han descrito tapones lenticulares ocluyendo los poros septales y
estructuras en forma de “gorra” (pore caps); en ambos casos, tanto sus fun-
ciones como su composicion estan aun por dilucidar, si bien, recientemente,
van Driel y col. (2008) creen que los pore caps derivarian del reticulo endo-
plasmatico y estarian implicados en la oclusion de los doliporos, contibuyendo

a la homeostasis hifal de los hongos basidiomicetos.

También se ha visto, con cierta frecuencia, a nicleos y mitocondrias ocupar y
tapar el poro septal. Sin embargo para que estos organulos puedan actuar co-
mo verdaderos tapones, tendrian que permanecer encajados en el poro duran-
te tiempos prolongados; se desconoce si sucede de esta manera o simplemen-
te se trata de un taponamiento transitorio durante el tiempo que dura su paso
entre una y otra zona del poro septal. Una hipotesis emitida con referencia a
este taponamiento del poro por nicleos o mitocondrias es que podria funcio-
nar como oclusiones temporales durante las cuales el micelio regularia la dis-
tribucion de los componentes citoplasmaticos y la variacion en el metabolismo

entre compartimentos hifales (Markham, 1994).

Si bien los estudios morfoldgicos soportan las posibles funciones de los cuer-
pos de Woronin, su origen celular y su composicion bioquimica han permane-
cido desconocidos. Solo en los ultimos afios se ha descubierto que el gen HEX1
codifica la proteina mas abundante (de 19 KDa) de los cuerpos de Woronin en
la especie Neurospora crassa (Jedd y Chua, 2000; Maruyama y col., 2005); la

deleccion de este gen causa la desaparicion de los cuerpos de Woronin y pro-
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voca que las hifas lisadas pierdan la mayor parte del citoplasma (Jedd y Chua,
2000; Tenney y col., 2000). Ademas, el empleo de la microscopia confocal,
utilizando proteinas fluorescentes y la reconstruccion tridimensional del hon-
go filamentoso Aspergillus orizae ha permitido en la actualidad visualizar in
vivo el taponamiento de los poros septales de hifas por los cuerpos de Woro-

nin (Maruyama y col., 2005).

El contenido citoplasmatico en las hifas es también enormemente variable en
los distintos segmentos; podemos observar el nicleo, mitocondrias (algunas
parcialmente degeneradas), abundantes cuerpos lipidicos, vacuolas y restos
de membranas. Otros elementos son dificiles de interpretar como cuerpos

densos irregulares o redondeados, asi como material grumoso.

Entre las dos especies de T. mentagrophytes (v. mentagrophytes y v. erinacei)
existen diferencias que, no solo permiten su separacion y reconocimiento co-
mo variedades distintas, sino también distinta constitucion ultraestructural.
En el micelio reproductor la v. mentagrophytes presenta gran variedad de
hifas en “espiral” (Fig. 6-7), que no hemos observado en v. erinacei, aunque
puede encontrarse alguna aislada (Rebel y Taplin 1974; Roberts y Mackenzie.
1986).

Los microconidios en ambas especies presentan una disposicion distinta sobre
la pared de las hifas. En la v. mentagrophytes se disponen formando a modo
de racimos de uvas, son redondos, unidos por un fino pediculo y desprendién-
dose con facilidad. En la v. erinacei aparecen unidas a la hifa por un pediculo
mas amplio que puede simular racimos pero con distinta disposicion (compa-
rar Fig. 3-4 con 44-45-46). En ambas especies hemos encontrado microconidios
dispuestos sobre las hifas en forma de clavija, abundantes en la v. menta-

grophytes escasos en la v. erinacei (comparar Fig. 5 con Fig. 47).

Otra diferencia que hemos hallado es la presencia en la v. erinacei de abun-
dantes clamidosporos, algunos llamativamente grandes, que no hemos encon-

trado descritos en la bibliografia consultada (Fig. 51).
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En los macroconidios también hemos encontrado algunas diferencias: son mas
cortos y rechonchos en la v. erinacei y mas largos y fusiformes en la v. menta-

grophytes (comparar Fig. 9-10 con 52-53).

Con el MET también hemos reconocido diferencias importantes entre las dos
variedades. En la v. mentagrophytes hemos podido estudiar en cortes seriados
las distintas fases de apertura o cierre del poro septal, desde un pequefo ori-
ficio que apenas permite el paso a pequenas gotas lipidicas (Fig. 13-14 y 15),
hasta apertura completa, dificil de reconocer pues aparece como un segmento
largo no tabicado, que permite el paso de cualquier elemento de material ci-
toplasmatico (incluyendo el nlcleo) a ambos lados en los que Unicamente los
bordes laterales del septo permiten su identificacion (Fig. 16). Estos hallazgos
no los hemos podido reconocer con la misma nitidez en la variedad erinacei ni

se han encontrado en otros estudios (Amer y col., 1993).

En cuanto al contenido citoplasmatico de las hifas el hallazgo mas significati-
vo ha sido la presencia, en la v. erinacei, de abundantes cuerpos densos esfé-
ricos y menor la de los cuerpos lipidicos. La presencia de mitocondrias ha sido
frecuente en ambas especies. En los microconidios también existen diferen-
cias entre ambas variedades; en la v. mentagrophytes hemos podido secuen-
ciar la formacion del microconidio sobre la capa externa de la pared de la
hifa, iniciandose como una verrucosidad de mayor densidad electrénica (Fig.
11), que posteriormente va diferenciando su pared y contenido citoplasmatico
(Fig. 12). En la v. erinacei los microconidios también se forman en la capa ex-
terna de la pared de la hifa, pero tienen un pediculo de insercion mas amplio
(Fig. 55-56 y 57), su pared aparece bien diferenciada con dos capas, una ex-
terna y otra interna, y en su citoplasma pueden observarse nitidamente mito-
condrias y cuerpos densos redondeados y bien delimitados, que podrian co-

rresponder al nucleo (Fig. 58).

En los macroconidios, aparte de las diferencias ya sefaladas con el MEB, la es-
tructura y contenido es muy similar en ambas variedades, con pared y septos
gruesos y un contenido citoplasmatico donde la diferencia mas significativa ha

sido la presencia, en el T. erinacei, de abundantes cuerpos densos.
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Las hifas del micelio reproductor de M. canis no presentan rasgos diferencia-
les significativos, como ocurre en otras especies de dermatofitos (M. andonin-
ni con hifas “pectinadas”, T. schonleinii en forma de “candelabros”, etc). Con
el MET puede reconocerse claramente la pared con sus dos capas, los septos
formados por la capa interna de la pared y, en el citoplasma, la presencia de
mitocondrias, cuerpos densos mal definidos, abundantes cuerpos lipidicos y
vacuolas. A nivel del septo hemos podido estudiar y secuenciar el inicio de
apertura del poro, con la presencia de cuerpos de Woronin y el paso de con-

tenido citoplasmatico a uno y otro lado (Fig. 31-32 y 33).

El rasgo diferencial mas importante del micelio reproductor de M. canis es la
presencia de grandes macroconidios tabicados (con seis o mas tabiques) y su-
perficie cubierta de “espinas”, por su aspecto cuando las observamos con mi-
croscopia optica en tomas directas de la colonia con azul de lactofenol. El es-
tudio de los macroconidios con el MEB permite visualizar aspectos inéditos
hasta 1979 (Martin Pascual y Vazquez, 1979; Vazquez y col., 1990) y que noso-
tros hemos confirmado. La superficie del macroconidio aparece cubierta de
unas formaciones semejantes a “copos de algodon”, que corresponden a las

“espinas” observadas por microscopia optica (Fig. 21y 22).

Con el MET se analiza la gruesa pared del macroconidio cuya capa interna
forma los septos (Fig. 34) y, sobre la externa, electrodensa, aparecen las for-
maciones algodonosas descritas constituidas por filamentos como penachos
muy caracteristicos (Fig. 35 A-B-C). El citoplasma contiene abundante mate-
rial donde se reconocen mitocondrias, cuerpos densos, vacuolas y restos de
membranas (Fig. 36-37 y 38).

En otros dermatofitos del género Microsporum, como el M. gypseum, especie
gedfila que puede parasitar el hombre y distintos animales, se han descrito
rasgos ultraestructurales diferenciales con el M. canis, a nivel de macroconi-
dios y menos en hifas, en ambas especies existe una importante actividad a
nivel del poro septal con presencia de cuerpos de Woronin (Martin Pascual y

Vazquez, 1979; Vazquez y col., 1990).
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Por todo lo expuesto en nuestros resultados, las diferencias que hemos encon-
trado en las especies estudiadas, vienen a confirmar los rasgos morfoldgicos
que diferencian a cada uno de ellos, pero no aportan evidencias en relacién
con su distinta patogenicidad. Es evidente también que los rasgos genéticos
que marcan estas diferencias son los responsables de su comportamiento
patogeno. No obstante, los métodos de identificacion basados en cultivos
estandar son lentos (2 a 4 semanas) e imprecisos debido al pleomorfismo fe-
notipico de los hongos (Makimura y col., 1999; Grasser y col., 2000) mas pa-
tente aun en el género Trichophyton, en el que la identificacion se hace mas
compleja por el uso de sindonimos para la misma especie (Ohst y col., 2004;
Grasser y col., 2006; Kong y col., 2008). Ademas, los dermatofitos, como la
mayoria de los hongos patégenos, presentan caracteristicas ambientales cam-
biantes dependiendo del habitat en el que se desarrollan. Por todo ello y con
el objetivo de mejorar la taxonomia y las caracteristicas epidemiologicas de
los hongos, se estan utilizando, en las Ultimas décadas, diversas técnicas en-
marcadas en la biologia molecular, para analizar filogenéticamente a los hon-

gos, lo que posee un gran interés taxondémico y epidemiolagico.

Los estudios pioneros en analizar las relaciones evolutivas entre diferentes es-
pecies de hongos se han basado en técnicas de biologia molecular, tales como
el analisis RFLP o de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(Kanbe y col., 2003a,b); huellas digitales de ADN mediante PCR o reaccién en
cadena de la polimerasa (Pounder y col., 2005); amplificacion y secuenciacion
del gen de la subunidad mayor del RNA ribosomico o técnica LSU (Leclerc y
col., 1994); técnicas ITS o de secuenciacion de la region del espacio inter-
génico (Graser y col., 1999, Summerbell y col., 1999, Makimura y col., 1999);
estudio de los genes de la “chitin” sintasa y del DNA topoisomerasa Il (Hirai y
col., 2003).

En la actualidad, ha adquirido gran relevancia para el estudio de los hongos el
analisis del ADN mitocondrial ya que se ha aceptado que las mitocondrias son
descendientes de las alfa-protobacterias endosimbioticas (Martin y Muller,
1998; Bullerwell y Lang, 2005) y consideradas con un origen monofilético
(Lang y col., 1999; Gray, 1999; Andersson y col., 2003).
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El genoma mitocondrial de los hongos contiene 14 genes que codifican para
proteinas conservadas, 22-28 genes tARN y 2 genes rARN (Gray, 1999, Sideris y
col., 1988; Clark-Walker, 1992; Bertrand, 2000). La divergencia del ADN mito-
condrial entre diferentes especies esta asociada con variaciones en las regio-
nes intergénicas, secuencias intronicas y ordenacion de los genes (Bullerwell y
Gray, 2004: Bullerwell y col., 2003). Las secuencias de ADN se utilizan cada
vez mas en los analisis filogenéticos debido a que unos pocos cientos de bases,
con su cantidad enorme de combinaciones potenciales, bastan para hacer

analisis de identificacion y parentesco.

Con la técnica del ADN mitoncondrial, se ha podido observar que los dermato-
fitos constituyen un grupo homogéneo de especies con baja diversidad genéti-
ca, lo que contrasta con la alta heterogeneidad fenotipica (Kac, 2000; Graser
y col., 2008). La composicion y organizacion de los genes en el ADN mitocon-
drial de todos los dermatofitos hasta ahora analizados (Wu y col., 2009) son
basicamente idénticos, reforzando asi la hipotesis de que los dermatofitos
estan intimamente relacionados y constituyen un linaje altamente conservado
como hongos filamentosos. Ademas, el analisis filogenético ha confirmado que
los dermatofitos tienen un origen monofilético, por lo que forman un clado
(rama del arbol filogenético) distinto de otros hongos filamentosos. Compara-
dos con otros hongos patdgenos como los causantes de infecciones invasivas,
los dermatofitos integran un linaje relacionado, pero a la vez divergente en el
tiempo, de los hongos ascomycotas, ya que surgen de éstos en épocas muy
tardias (Wu y col., 2009). Muestras fosiles han permitido datar la apariciéon de
los ascomycota (Taylor y col., 1999). Basados en esta calibracion, se puede
estimar que el linaje dermatofitico se separd de otros hongos hace unos 32
millones de anos (Harmsen y col., 1995). La alta conservacion del genoma mi-
tocondrial de las diferentes especies de dermatofitos sugiere que éstas diver-

gieron de un tronco comun solo en épocas recientes

La taxonomia fenotipica convencional que divide a los dermatofitos en 3
géneros (Trichophyton, Microscporum y Epidermophyton) comienza a tamba-
learse por los recientes estudios filogenéticos moleculares, los cuales revelan

que tanto el Thichophyton como el Microsporum son parafiléticos (Graser y
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col., 1999) por lo que urge una reevaluacion de las relaciones filogenéticas
entre los diferentes dermatofitos (Graser y col., 2008). Sorprendentemente,
la divergencia del T. ajelloi del ancestro comun fue mucho mas precoz que la
de otras especies de dermatofitos, lo cual es consecuente con las caracteristi-
cas geofilicas del T. ajelloi: el terreno podria haber ofrecido un nicho ecologi-
co temprano para todas las especies de dermatofitos antes de una adaptacion
mas tardia a huéspedes especializados, incluidos los animales y el hombre. Un
trabajo previo basado en las secuencias 255 de rARN informé que T. ajelloi y
T. terrestre se separaron a partir de un “dermatofito verdadero” (Leclerc y
col. 1994) y sugiere, ademas, que Microsporum, asi como las especies de Tri-
chophyton zoofilicas y antropofilicas procederian de un miembro geofilico de

Trichophyton (Graser y col., 1999).

El uso de técnicas moleculares augura un futuro relevante para la micologia
en la que se obtendran datos que permitan conocer diferencias moleculares
entre las especies de hongos y profundizar en su desarrollo filogenético (Mo-
chizuki y col., 1996; Makimura y col., 1998; Probst y col., 2007; Sharma y col.,
2007; Arenas, 2008). Con estos datos se podran diferenciar y reconocer distin-
tas cepas de un mismo hongo (Abdel-Rahman, 2008), incluso en lesiones
multiples en un mismo individuo, habitualmente atribuidas a autoinoculacio-
nes por el mismo hongo, se han reconocido cepas diferentes (Cano y col.,
2005). No obstante, esta "Taxonomia basada en ADN" aun adoleceria de
muchos de los problemas que tienen los demas enfoques, como puede ser el
limite de la circunscripcion de los taxones o el tener que decidir qué
secuencia usar, ya que algunas secuencias no dan una informacion que
diferencie al taxon de los demas. La causa puede estar en que un mismo gen
se mantenga inalterado durante millones de generaciones después de la
especiacion, o debido al fenomeno de introgresion (de esa forma un gen que
se habia diferenciado vuelve a su estado anterior). Por tanto, de la misma
forma en que no es conveniente confiar en un solo caracter morfologico para
identificar una especie, tampoco es conveniente confiar en una sola secuencia
de ADN (Mallet y Willmott 2003).
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Mientras llega ese futuro, creemos, sin embargo, que la descripcion de carac-
teres visibles puede ser de uso mas inmediato y definitivamente mas intere-
santes que la lectura de las secuencias de ADN y, en este sentido, nuestro
trabajo aporta conocimientos nuevos e interesantes sobre la estructura de es-
tos hongos y, en cierto modo también, sobre su comportamiento biologico,
como el cierre o apertura del poro septal, permitiendo el paso de material ci-
toplasmatico en ambos compartimentos de la hifa, asi como la presencia de
cuerpos de Woronin que, por su ubicacion a ese nivel sugieren su participacion

en la regulacion de la actividad del poro septal.
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Tras analizar los diferentes resultados obtenidos, mediante microscopia
electronica de ciertas especies de dermatofitos zoofilicos:
Mentagrophytes (variedades mentagrophytes y erinacei) y Microsporum
canis y después de contrastarlos con la informacion recogida en la

bibliografia, hemos obtenido las siguientes conclusiones:

1.- Hay diferencias morfologicas estructurales entre las dos especies de

T. mentagrophytes (v. mentagrophytes y v. erinacei):

1.1.- La v. mentagrophytes posee abundantes hifas en espiral, no obser-

vadas en la v. erinacei.

1.2.- En la v. mentagrophytes los microconidios, muy abundantes, apa-
recen formando racimos con minimo pediculo sobre las hifas, despren-
diéndose con facilidad. En la v. erinacei, estan adheridas a la superficie
de la hifa, apelotonadas y con un pediculo de insercion bien diferencia-
do.

1.3.- Los clamidosporos, tanto terminales como intermedios, son fre-
cuentes en ambas especies. La v. erinacei presenta clamidosporos ter-

minales de gran tamano, no vistos en la v. mentagrophytes.

1.4.- Los microconidios de la v. mentagrophytes se desarrollan a partir
de verrucosidades electrodensas en la capa externa de la pared de la
hifa, con escaso contenido citoplasmatico, mientras que en la v. erina-
cei estas yemas iniciales presentan contenido con elementos cito-

plasmaticos bien desarrollados (nucleo, mitocondrias, vesiculas, etc.).
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1.5.- Los macroconidios de la v. mentagrophytes son alargados y fusi-
formes. En la v. erinacei son mas cortos y gruesos, con el extremo distal
romo. Ultraestructuralmente no hemos encontrado diferencias significa-

tivas en los macroconidios de ambas especies.

1.6.- En la v. mentagrophytes es muy evidente el poro septal; en algu-
nos sectores aparece totalmente permeable al paso de todo material ci-
toplasmatico, habiendo podido secuenciar este proceso. En cambio en
la v. erinacei no hemos observado tanta actividad permaneciendo par-

cial o totalmente ocluido.

2.- Los macroconidios del M. canis tienen aspecto de “espinas” observa-
das como elementos algodonosos; ultraestructuralmente, son de minimo

grosor y aparecen formados por filamentos a modo de penachos.

En las hifas, el poro septal y los cuerpos de Woronin aparecen cuando el
poro esta parcialmente ocluido, lo que apoyaria su funcion en relacion

con la actividad del mismo.

3.- Tanto en el M. canis como en la v. mentagrophytes es evidente una
mayor actividad a nivel del poro septal que en la v. erinacei, sin que es-

te hecho nos permita asociarlo con mayor o menor patogenicidad.

Pablo Martin Clavijo
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