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CROMOMICOSIS NATURAL EN EL BUFO MARINUS }

RESUMEN

FPor LK. Velasquez (1} y
A.Restrepo (2)

En un estudio reatizado en 75 sapos (Bufo marinus) se encortrd que dos especimenes
estaban mfecmdos por nohos negros. Los animales presentaban lesiones granulomatosas
ent varias visceras, en las qué fue posible observar células esclerosas, idénticas a las halladas
en la cromomicosis hummana. Los cultivos de tales lesiones permitieron aislar dos mohos
negros, de crecimiento lento, incapaces de crecimientos @ 369 C y, ademds, desprovisios
de capacidades hidroliticas. No fue pusible hacer Gue las cepas Bufo 3 y Bufo 5 esporula-
ran. Los resultados del estudio son enalizados comparativamente con otros informes sobre
infecciones por mohos negros en anfibios.

INTRODUCCION

En 1910 Carini describié¢ una infeccion granulomatosa ¥
generalizada en la rana brasilefia Leptodactylus pentadacty-
fus, y en las lesiones observd unos esporos cafés similares a
los encontrados en cromomicosis.

Almeida (1934) confirmé tos hallazgos de Carini y reprodu- .

jo la enfermedad inoculando ranas sanas. En los animales
estudiados se encontraron las lesiones en las visceras, per-
maneciendo la piel y el tejido subcutdneo sin ninguna alte-

racion. Ninguno de los primeros investigadores logro culti- -

var el agente causante.

En 1960, Elkan describe la presencia de lesiones granuloma-
tosas en sapos ingleses { Bufo bufo). Los granulomas estaban
presentes en la piel, tejido subcutdneo y 6rganos internos.
En los cortes de tejido se observaron estructuras similares a
hifas de color café. Dhalival y Griffiths (1963—1964) obser-
varon nddulos tumorales en la picl, pared abdominal y orga-
nos internos de ranas de Malaya { Bufo melanostictus). Los
tumores eran granulomas que contenfan hifas septadas de

volor café oscuro. Estos dos (iltimos autores no describieron
las tipicas células esclerdticas de la cromomicosis.

Correa, ¥ Col. {1968) describieron en sapos colombianos
{Bufc sp.) lesiones similarés a las de la cromomicosis.
Aunque se aislaron mohos negros, su relacidon exacta con los
procesos patologicos no fue determinada claramente. Frank
y Roester (1970) describen en Alemania la presencia de
granulomas internos que, contenian células como las de cro-

momicosis en el Bufo alvarius, Se informd que Hormiscium
dermatitidis era el hongo causante de las lesiones; pero los
autores no describen e su {rabajo los criterior usados para
la clasificacién de los hongos. Dei—Cas y Mafie Garzén
(1971) enconiraron en Uruguay un especimen de Bufo
paracnemis con lesiones granulares en pulmdn que contenfa

* células esclerdticas y m;cehq café.

Elkan y Philpot {1973) estudiaron especies de ranas envia-
dasz desde Estados Unidos a Londres. Los animales presenta-
ban lesiones externas e internas asi como también tubércu-
los. Al examen microscopico, los tejidos revelaron ““clami-
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dosporos’ café oscuros e hifas septadas. Recientemente se
ha informado la infeccion por mokos negros de B, marinus
(Cicmanec, Ringler v Beneke, 1973). Nueve de los quince
sapos enfermos preseniaban lesiones internas con células del
hongo. Se logrd aislar en cultivo el Phiglophora pedrosor,

Es un hecho que en muchas partes del munda las ranas y los
sapos pueden ser infectados por hongos dematidceos y desa-
rrollar una enfermedad casi igual o idéntica a la cromomico-
sis humana.

Este informe presenta los resultados del estudio y compara-
c¢iébn de los mohos negros aislados de sapos con los agentes
cazusantes de la cromomicosis humana, contribuyendo asi al
conocimiento de las relaciones ecologicas de los mohos
negros v el papel de tales organismos en la naturaleza. En
este articulo no se informa de la comparacién inmunologica
que se realizo.

MATERIALES Y METODOS

Un total de 75 sapos (Bufo marinus) obtenidos de las zonas
rueales de los municipios de Copacabana y el Pefiol, fueron
sacrificados. La piel v los érganos intemnos fueron separados
asépticamente v cada uno de los érganos fue dividido en
dos partes, Una parte se usé para examenes directos con
KOH y para cortes histopatoldgicos. La segunda parte fue
cultivada en dos cajas de Petri con Agar extracto de levadu-
ra adicionado con antibidticos ¥ cicloheximida tal como lo
describid Smithk (1964). Estas cajas s¢ incubaron a
22-24 C. por cuatro semanas. Para evitar confusiones con
los mohos negros contaminantes del aire, se inocularon las
cajas con ¢l macerado de los tejidos, en Fa parte central y en
el sentido de las manecillas del reloj. Solamente fueron estu-
diadas las colonias que aparecian en las manchas del indcu-
lo.

Se estudiaron cinco mohos negros eir total: dos aislados de

sapos vy tres de pacientes con cromomicosis. Los ltimos
clasificados como Phislophora( Fonsecae, Hormodendrum)
pedrosoi, {cepa B R de nuestra coleccion) Fhiglophora
verrucosa (cepa No. C—62A de la coleccion de la Universi-
dad de Tulane) y (ladosporium carrioni (cepa No. Al dela
coleccién de ls Universidad de Tulane). Todos los cultives
s¢ mantuvieron en Agar Sabouraud dextrosa, a temperatura
ambiente y con transferencias mensuales,

La esporulacion fue estudiada en diferentes medios sblidos
como, zémola de maiz, Sabouraud dextrosa, infusién de
papa, Mycosel y Czapek Dox. (Difco Laborateries Detroit,
Michigan). Los microcultivos se guardaron a temperatura
ambiente -y 2 179C por un mes con revisiones periddicas.
Se estudid también la capacidad de crecimienfo a varias
temnperaturas y la de hidrolizar proteinas.
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En estos estudios s¢ incluyeron cepas de un moho negro
contaminante del aire como c¢ontrol, Para determinar la to-
lerancia a la temperatura se colacaron cepas en incubadoras
a 17,24.36,37 v 399C, Cada cepa era colocada en cinco
tubos con Agar Sabouraud dextrosa e incubados por un
mes. Todas las incubadoras tenian un recipiente con sufi-
ciente agua para asegurar una humedad apropiada, Para &l
estudio de la actividad hidrolitica se usaron como substra-
tos caseina y gelatina, de acuerde a los trabsjos realizados
por Silva (1960},

Los experimentos se hicieron por duplicado.
RESULTADOS

De los 75 animales sacrificados habia dos con lesiones ma-
croscopicas internas, ¥ €n ningin caso fa piel estaba altera-
da. Los sapos No. 20 y 54 presentaban numerosos nodilos
en ¢l higado, ¥ el segundo animal tenia también lestones en
el 1ifidn. Los nédulos variaban en tamario (3—8mm), sobre-
salian por encima de la superficie de los drganos y eran de
un ¢olor amarillo crema. El rifion afectado habia sido reem-
plazado parcialmente por la formacion nodular. Microscopi-
camente, estas lesiones revelaban abundantes células cafés
de un hongo, similares a las células esclerdticas descritas por
Meddlar (1915) en cromicosis humana. (Fig.1). No se obser-
varon fragmentos de hifas, aunque unas pocas células escle-
réticas mostraban tendencias a elongarse. El informe histo-
légico de uno de los tejidos decia asi: “Rifién, (Bufo sp):
Formacién de nédulos bien delimitados, formados por célu-
las epiteliales. Se observaron células gigantes multinucleadas,
y leucocitos. Se encontraron -esporos septados cafés dentro
de las células gigantes y en el centro del granuloma. Diag-
néstico: Cromomicosis™ (Figuras 2, 3).

Las cajas de Petri inoculadas con los nodulos del higado del
sapo Ne. 20 y con los del higado y rifién del sapo No. 54
dieron colonias visibles al cabo de 20 dias.

Estas colonias eran puntiformes y de un color negro grisi-
ceo; al cabo de 30 dias tenian un didmetro de 1020 mm y
presentaban micelio aéreo aterciopelado (Fig.4). Las cajas
de Petri inoculadas con higado del sapo No.54 se contami.

~naron y los micelios de crecimiento fento se perdieron. Los

dos aislamientos que quedaron se dencminaron Bufo 3
(Sapo Wo. 20, higado) y Bufo 5 (Sapo No.54, rifidn). No se
encontraron formas de esporulacion en ningunc de los
microcultivos realizados con las cepas de Bufo 3 y Bufo S.
El examen microscipico de las colonias y la observacion de
fos microcultivos revelaron solamente un micelio aéreo con
hifas septadas de color café. Al misma_ tiempo se encontra-
ron algunas hifas espiritadas, (Fig.5). La clasificacion de
estas mehos aislados atin esii pendiente ®

En vista de ia diftcultad que se tuvo para clasificar los hongos aisiados, se enviaron cultivos para su estudio los sipuientes micologos:

dactores D. Borreli, Caracas; M.Gordon, Albany, N.J.; B.H.Cooper Philadelphia, Pa., y P.Stockdaln, London. Estas estudios no han

dado aan resultados positivos.
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En o que concierne a las pruebas {isioldgicas, los estudios
de termotolerancia revelaron que las cepas de Bufoc 3 y
Bufo 5 eran capaces de crecer a 17 y 24°C pero no a 36°C
0 temperaturas superiores. Estos mé smos resultados se obtu-
vieron con el Cladosporium sp, hongo usado como control.
Las cepas humanas de Ccarrioni v F.verrucosg crecieron
bien en todas las temperaturas con excepcion de 390C;
F.pedrosoi crecié, también a 39° C (Tabla 1). Aunque la
colonia presentd un tamafic mas reducido que a las tempe-
raturas experimentales mas bajas. La hidroldsis de la gelati-
na y la caseina fue positiva solamente con la cepa Cladospo-
rium sp. Lag cepas aisladas de sapos v humanoes no hidroli-
zaron €sios substraios.

DISCUSION

Una vez mas, las observaciones originales de Carini de que
los anfibios anuros presentaban granulomas con células
esclerdticas se confirma en el presente estudio. La reaccidn
histologica debida a la presencia de las células dal hongo es
intensa y acompafiada por una alteracién marcada del teji-
do. En casos como el del sapo No.34 existen tantas lesiones
en los Organos afectados que su norma funcionamiento
tiene que ser alterado.

La presencia de lesiones simultineas en varios drganos, por
gjemplo el higado y rifién, indican que ha ocurride una
verdadera diseminacion hematdgena. Por o tanto, se esti en
presencia de una enfermedad sistémica, que al juzgar por la
apariencia microscopica del hongo en los tejidos, podria
también llamarse cromomicosis,

No se ha determinado ain si los casos de anfibios informa-
dos corresponden 2 cromomicosis. Las células esclerdticas
han sido observadas por Carini (1910), Almeida (1934},
Correa v col. (1968), Frank y Roester (1970}, Dei-Cas y
Mafie—Garzén (1972), Ciemanec d v col (1973) y Elkan v
Philpot (1973). Los Gltimos autores no describen las céhulas
esclerdticas como tales pero dos de sus ilustraciones (fig.5 v
7} dejan poca duda de que los “clamidosporos™ observados
y las “células del hongo” eran, en efecto, células de
Meddlar. Estos autores indican que hay predominancia de
elementos miceliares en los tejidos afectados. Tales elemen-
tos también han sido descritos en cromomicosis humana,
pero para efectos de establecer un diagndstico, deben estar
presentes las células esclerdticas en los tejides,
{Al-Doory,1972).

La localizacion de las lesiones en animales maturalmenie
infectados es también de interés. Aunque todos los infor-
mes han mencionado que los anfibios estudiados poseian
lesiones internas, se han descrito también lesiones externas
por Dhalival y Griffiths (1963~64), Elkan (1960), Elkan y
Philpot (1973),

Aunque estos investigadores postularon que las lesiones en
piel ¥ tejido subcutdneo se presentan primero y las de los
brganos internos después bien puede ser lo contrario. 5ilos

desordenes informados por ellos son idénticos a aquellos

observados en animales afectados solo intemamente po-
dria pensarse en la disesninacion a partir de una lesion pri.
maria profunda, dando lugar a la formacién de lesiones
externas. :

Como se carece de estudios en el habitat natural de estos
hongos, todas estas consideraciones permanecen en el
campo de la especulacién. Es mycho lo que hay por explo-
rar en este campao.

Montemayor (1949) v Silva (1960) utilizaron pruebas fisio-
logicas con el objeto de diferenciar mohos negros saprofitos
y patbgenos. La tolerancia z la temperatura v a la habilidad
para hidrolizar ciertos substratos, son pruebas que han per-
mitido demostrar que casi todos los hongos aislados de
casos humanos han sido capaces de crecer a temperaturas
por encima de 30°C pero incapaces de hidrolizar la caseina
y la gelatina. Si utilizamos estos criterios podriamos afirmar
que los hongos aistados del Bufo 3 v del Bufo 5 son “sapro-
fitos” debido a su inhabilidad para crecer por encima de
30°C, pero “patdgenos” a causa de su carencia de enzimas
hidroliticas.

Teniendo en consideracién que estos son hongos aislados de
sapos, ne podemos esperar que cumplan con ta caracteristi
ca de termotolerancia debido a que los anfibios son anima-
les heterotermos y los sapos, en particutar, no resisten altas
temperaturas. A pesar de no ser termotolerantes creemos
que los honpos estudiados son patogenos. Otro ejemplo de
un hongo no termotolerante pero patageno es el denomina-
do Aureobasidium | Exophiola) salmonis aislado de truchas
por Carmichael (1966) y estudiado por Borreli (1969). La
mixima temperatura de crecimiento para esté hongo fue de
289C, y como en el caso nuestro, no hidrolizé 1a gelatina.
El potencial patégeno de varios de los hongos encontrados
en anfibios ha sido comprobade por la inoculacién de teji-
dos enfermos en anfibios sanos, los cuales desarrollaron la
enfermedad (almeida, 1934; Dhalival y Friffiths,1964;
Cicmanec d y col. 1973),

Los aislamientos que se obtuvieron en los cultivos y que
fueron usados para la inoculacién de animales sanos demos-
traron que eran patogenos, segin los trabajos de Dhalival y
Griffiths {1963-64) y los de Cicmanec d y col.(1973).
Ensayos similares no resultaron en el caso de Elkan y
Philpot (1973). Es un hecho desafortunado que todos los
ensayos que se hicieron para inducir esporulacidn en nues
tros hongos aislados de sapos hubieran fallado, sin permitir-
nos por le tanto hacer su clasificacion.

Es de gran interés el hecho de que casi todos los informes
de anfibios afectados por mohos negros, indican que los
autores tuvieron dificultades en clasificar estos hongos aisla-
dos. Eikan (1960) fallé en las experiencias para inducir
esporulacion en los hongos aislados de Bufo; Dhalival y
Griffiths (1264) fueron incapaces de observar cualquier tipo
de esporulacién en los cultivos obtenido de B melanostic-
tus; Correa y col.{1968) comentan gue ocho de los hongos
aislados de Bufoo sp no fueron clasificados debido a la
carencia de esporulacion,
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Seria de gran interés reunir todos los hongos aislados de
anfibios y realizar un estudio comparativo. Quizas un estu-
dio mds refinadc de la pared celular de las hifas, similar gl
realizado por Szanisto, Cooper y Voger (1972) para el estu-
dio de los agentes de la cromomicosis humana. permitiria
una identificacion apropiada de estos mohos negros dificiles
de hacer esporular en cultivos,
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TABLA No.1

Crecimiento a varias temperéturas de la cepas de Bufo 3 v
Bufo 5, F.pedrosvi, £. verrucosa vy C. carrioni.

Cepa Temperatura (°C) (°)
L7 14 k13 37 39

Bufo 3

Bufo §

P pedrosol

P verrucosa

€ carrioni
Hormodendrum sp

+++ + o+ +
++ 4+
|
+ 4+ + + |
| |

R

{P} Crecimiente durante 30 dias de incubacion. Las pruebas se
hicieron por duplicado.

oy e

Fig. No. 1

Examen directo (KOH) de un nddulo en higado de sapa.  Observe las eflulas esclerdticas (65x).

Fig. No. 2 Corte de higado (Sapo No. 54). Observe el pranuloma HE (10x),

Fig, No. 3

Fig. No. 4

celonia negra de micelio corto y textura aterciopelada,

Fig. No. §
grucsa,
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Corte de higado (Sapn No, 54). Observe células escleriticas dentro de células gigantes. HE (40x).

Cultivo hecho con parte del granuloma del rifidn de Bufo Marinus, con incubacién a temperatura ambients, Se observa yna

Examen ditecto de los cultivos de los granulomas encontrados en brganas de Bufe marinus. Observe hifas tabicadas en pared lisa y
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