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Resumen 

Se evaluaron cuatro métodos de procesamiento para el estudio ultraestructural de 
hongos al microscopio electrónico de rastreo (MER). Se utilizaron microcultivos de 
cepas colombianas de Fonsecaea pedrosoi aisladas de lesiones de pacientes en el 
Instituto Dermatológico Federico Lleras Acosta, Santafe de Bogotá. Los resultados 
mostraron alteraciones, distorsiones o artificios en los hongos procesados por tres de 
los métodos utilizados, debido probablemente a los efectos físicos o químicos durante 
el procesamiento. Se propone el método de fijación con vapores de acroleína pura y 
cristales de OSO. con deshidratación y secado en alto vacío que evitó la pérdida de 
estructuras y conke~ó  los arreglos característicos, presentando rapidez, fácil manipu- 
lación del especimen y disminución de reactivos. Se destaca la importancia del MER en 
el estudio morfológico, estructural y taxonómico de los hongos y el uso de los vapores 
deacroleínapara la fijación y el altovacío paraelsecado, comoalternativasmetodológicas 
para el procesamiento de especímenes biológicos de difícil manipulación o que 
presentan fácil alteración por su composición higrófila. 

Summary 

Some conventional procedural methods were evaluated for the ultrastructural study of 
fungi by scanning electron microscope (SEM). Microcultures of Colombian strains of 
Fonsecaea pedrosoi isolated from patients injuries from the Federico Lleras Acosta 
Dermatological Institute, Santafé de Bogotá, Colombia, were used. The results showed 
alterations, distortions or artifacts on the processed fungi by three of the methods used, 
probably dueto physical or chemical effects during the processing. Fixation with pure 
acrolein vapors and Os0,crystals with dehydration and high vacuum drying, avoided the 
loss of come structures and characteristic arrangements, was also fast, provided easy 
manipulation of the specimen and needed less reagents. The importance of the SEM is 
emphasized by the morphological, structural and taxonomical study of the fungi: the use 
of acrolein vapors for fixation and high vacuum drying as methodological alternatives for 
the processing of biological samples which are difficultto manipulate or that present easy 
alteration due to their high hydrophillic composition. 
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La cromomicosis es una micosis crónica y cos- 
mopolita que afecta la piel y los tejidos subcutá- 
neos (l), que ocasionagrandes lesiones polimór- 
ficas de aspecto verrucoso, costroso, nodulares, 
ulceradasocicatriciales (2). Los agentes etiológicos 
en la mayoría de las infecciones son: Fonsecaea 
pedrosoi, Fonsecaea cornpactum, Phialophora 
verrucosa. Cladosoorium carrioniiv Rhinocladiella 
aquaspersa (3). Estos hongos tienen el mismo 
aspecto macroscópico en cultivo y sólo se dife- 
rencian por su modo de conidiación (4). 

Para la identificación correcta de los hongos 
dematiáceos, las características microscópicas 
siguen siendo las más importantes, por lo cual se 
necesita estudiar y analizar las estructuras de 
esporulación sin las alteraciones que ocurren en 
las preparaciones para la observación al micros- 
c o ~ i o  de luz. 

Procesamiento al MER: las placas metálicas 
con el hongo sobre lacara inferior se desprendie- 
ron del microcultivo. Se procesaron varias Iámi- 
nas de cada cepa por cada uno de los siguientes 
cuatro métodos a evaluar (comunicación perso- 
nal de Francisco Hernández Chavarría, Univer- 
sidad de Costa Rica, Unidad de Microscopía 
Electrónica). 

En el método 1, los hongos que crecieron sobre 
la lámina metálica se fijaron por 2 h con vapores 
de OSO, al 4% en amortiguador fosfato (AF) 
0,l M, pH 72-7,4; luego, se pasaron por etanol al 
70% para disminuir la hidrofobicidad y, posterior- 
mente, se realizó una postfijación con glutaral- 
dehído al 2,5% en AF durante 2 h a 4°C. Des- 
pués, se lavaron tres veces con AF y dos veces 
con agua destilada; se deshidrataron a tempera- 
tura ambiente en concentraciones ascendentes 
de etanol durante 20 m en cada uno y se secaron 

Se han realizado grandes e importantes estudios punto crítico y terbutanol. 
que incluyen observaciones de diferentes cepas 
de F. pedrosoi al microscopio de luz (5, 6) y al En el método 2, los especímenes se fijaron con 
microscopio electrónico de rastreo (MER) (7); sin VaPores de OSO, al 1% en AF por 24 h a tempe- 
embargo, en ninguno de estos trabajos se estu- raturaambiente; sesometieron aun enfriamiento 
dian cepas colombianas y al MER sólo se ha rápido con nitrógeno líquido y se postfijaron con 
descrito la conidiación t i ~ o  Cladosoorium. vapores de OSO, al 6% en acetona a bajas 

temperaturas: a - 7 0 " ~  y -20°C por 72 h, a - 4 " ~  
Este trabajo pretende evaluar cuatro métodos de por 12 Después de la postfijación se deshi- 
Procesamiento para hongos al MER Y describir drataron en acetona durante 30 minutos y ce 
ultraestructuralmente las características morfo- en terbutanol. 
lógicas de conidiación de dos cepas colombia- 
nas de F. pedrosoi a partir de microcultivos. En el método 3, las cepas se fijaron con solución 

Materiales y métodos 

Hongos: se utilizaron dos cepas colombianas de 
F. pedrosoi (C-880957, C-2569) aisladas de le- 
siones de pacientes que consultaron al Instituto 
Dermatológico Federico LLeras Acosta de Santafé 
de Bogotá e identificadas en el Centro de Inves- 
tigaciones Microbiológicas de la Universidad de 
Los Andes. Los hongos se mantuvieron por repi- 
ques sucesivos en medio Sabouraud hasta su 
procesamiento. 

Cultivos: los hongos se subcultivaron en 
Sabouraud a 22'C. De cada cepa se realizaron 
15 microcultivos en papa dextrosa agar (PDA) 
utilizando una placa metálica pequeña estéril 
que sirvió de soporte y base para el procesa- 
miento al MER (8, 9). 

de Karnovsky pH 7,2 por 12 h a temperatura 
ambiente; se lavaron tres veces con AF; se su- 
mergieron en ácido tánico acuoso al 1 % por 2 h; 
se lavaron tres veces con AF por 10 m; se 
postfijaron con vapores de OSO, al 1% por 2 h; 
se lavaron tres veces por3 m con agua destilada; 
se deshidrataron a concentraciones ascenden- 
tes de etanol hasta etanol absoluto durante 20 m 
a temperatura ambiente y se secaron en punto 
crítico. 

En el método 4, los hongos se sometieron a 
vapores de acroleína pura por 3 h; se postfijaron 
con cristales de OSO, por 4 h; se secaron y 
cubrieron con 200 A de oro en un cobertor iónico 
(EIKO IB-3) por 2 m (0,05 Torr, 10 mA, 350 Kv) 
(comunicación personal de Yutaka Futaesaku, 
Ph. D., Universidad de Kitasato, Japón). 
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Secado: para el secado de punto crítico, en los 
métodos 1 y 3, se utilizó la mezcla etanol-CO, 
evacuando a una velocidad de 1 Um (Hitachi 
HCP-2) (10). El secado por terbutanol en los 
métodos 1 y 2 se realizó por congelación- 
sublimación con terbutanol (Freeze drying VFD- 
20) (1 1). 

Montaje y observación al MER: los hongos 
secados se observaron en un microscopio este- 
reoscópico y se colocaron pequeños puentes de 
pintura de plata entre el hongo y la superficie de 
lalámina metálica. Se cubrieron con una ultracapa 
de oro de 200 A en un cobertor iónico (EIKO IB- 
3) (0,05 Torr, 10 mA, 350 Kv) por 2 m. Las 
obse~aciones se hicieron en el MER (Hitachi S- 
570) a 15Kv con una resolución de 30 A. Las 
microfotografías se tomaron a una distancia de 
trabajo entre 1 y 20 mm, a una magnificación 
entre 1.000 X y 15.000 X, utilizando película 
Kodak VP-120 (Verichrome pan film) ISO 125. 

Resultados 

Los tres primeros métodos revelaron alteracio- 
nes en las estructuras fúngicas que impidieron 
estudiar la ultraestrutura de los hongos. El méto- 
do 1 mostró colapso de las hifas (micrografías 1 
y 2) y de la célula conidiógena tipo fiálide 
(micrografía3); artefactos sobre las hifas, fiálides 
y conidios (micrografías 1 y 3) que probablemen- 
te correspondan a artificios derivados del pro- 
cesamiento o a restos del medio de cultivo. Los 

métodos 2 (micrografías 4 y 5) y 3 (micrografías 
6 y 7) presentaron alteraciones y distorsiones 
morfológicas en los hongos, similares a las ob- 
servadas en el primer método. Sin embargo, en 
algunas observaciones se aprecia ultraestructu- 
ralmente el colarete en las fiálides (micrografías 
3, 6 y 7). En contraste, el método 4 permitió 
estudiar con detalle los diferentes tipos de 
conidiación:fiálide (micrografíaE), Cladosporium 
(micrografías 9 a 12) y Rhinocladiella (micrografías 
13 y 14). 

En la micrografía 8 se aprecia con detalle la es- 
porulación tipo fiálide. Nótese el arreglo de los 
conidios en falsacabeza y la unión de estosfialo- 
conidios por puentes de aspecto mucilaginoso. 

Las micrografías 9 y 10 muestran la esporulación 
tipo Cladosporium donde los conidios primarios 
se producen en forma holoblástica de dentículos 
en un ápice irregular e hinchado de una célula 
conidiógena; obsérvese en la micrografía 9, un 
conidio secundario naciendo de un conidio pri- 
mario, sucesión acropétala. 

En este tipo de conidiación se observa también 
un arreglo asimétrico en donde células de dife- 
rente tamaño con diversos estados de desarrollo 
nacen a partir del mismo conidióforo, caracterís- 
tico de la conidiogénesis blástica (micrografías 9 
a 1 l ) ,  apreciándose en algunos el comienzo del 
arreglo catenulado en el cual el conidio más 
joven se encuentra al extremo de la cadena 
(micrografía 12). 

Micrografias 1-3. Cepas de Fonsecaea pedrosoi procesadas por el método 1; 1 y 3 secadas en punto crítico y la 2 con 
terbutanol. 
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Micrografías 4-7. Cepas de Fonsecaea pedrosoi, 4 y 5 procesadas por el método 2; 6 y 7 
por el método 3; secadas en punto critico y terbutanol. 

En la micrografía 13, arreglo derecho, se mues- Nótese al fondo, en esta misma micrografía, una 
tra una conidiación similar al tipo Rhinocladiella célula de morfología similar, pero que claramen- 
con conidios esféricos de diferente tamaño naci- te es de tiuo fiálide con colarete notorio. 
dos de una célula conidiógena ligeramente 
ampuliforme. 

La cepa 12-2569 mostró una célula conidiógena 
que al microscopio de luz se vería como una 
fiálide (micrografía 14), pero que con el MER 
mostró ser de mayor tamaño, piriforme, con 
extremo basal redondeado, de superficie lisa, 
ápice hinchado, con varios dentículos en el extre- 
mo apical, ausencia de colarete y en la prolonga- 
ción simpodial dos conidios primarios ovoides. 

La cepa C-2569 mostró un arreglo de superficie 
lisa y piriforme (micrografía 15) y la C-880957 
mostró un arreglo poco característico a manera 
de célula conidiógena lisa, piriforme, con un 
cuello o prolongación, observándose en ella va- 
rios dentículos (micrografía 16). 

Estos últimos arreglos no se correlacionan con 
ninguna de lasobservacionesdescritasal microsco- 
pio de luz o al microscopio de contraste de fase. 
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Micrograrias a-ia. bepas oe roncecaea peoroso1 procesadas por el método 4.  
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Micrografías 14-16. Cepas de Fonsecaea pedrosoiprocesadas por el método 4. 

Discusión donde salen los conidios (6). Los conidios nacen 

Las soluciones fijadoras convencionales utiliza- 
das en los métodos 1, 2 y 3, además de las 
alteraciones presentadas, ocasionaron el fácil 
desprendimiento de las estructuras aéreas o 
conidios. La fijación con los vapores de acroleina 
y cristalesde OSO, (método 4) evitó la pérdidade 
estructuras y mantuvo los arreglos característi- 
cos intactos permitiendo obtener los detalles 
ultraestructurales de interés. Sumado, además, 
a que la acroleína reacciona y penetra más 
rápidamente que los otros fijadores (1 0, 12). Las 
alteraciones, distorsiones o artificios presenta- 
dos en los tres primeros métodos pueden atri- 
buirse a los efectos físicos o quimicos durante 
una o varias de las fases del procesamiento, 
como ya ha sido demostrado en varios trabajos 
(13-16). 

La esporulación tipo fiálide y Cladosporium ob- 
servadas son comparables con lo descrito en 
trabajos al microscopio de luz (5) y al MER (7). 
En la conidiación tipo Cladosporium, el ápice 
hinchadode lacélulaconidiógenacon dentículos 
se considera como una proliferación simpodial 
de la célula conidiógena por algunos autores 
(17). 

La esporulación tipo Rhinocladiella ha sido mo- 
tivo de controversia. Al microscopio de luz se 
caracteriza por tener conidióforo simpodial 
dematiáceo, erecto, septado, con cicatrices de 

de una célula dematiácea, cilíndrica, que se 
forma a lo largo de una gran porción del raquis 
con un arregloacropleurógeno sin producción de 
conidios secundarios (6). Publicaciones recien- 
tes presentan al género Fonsecaea con la 
esporulación tipo Rhinocladiella con producción 
de conidios secundarios (18). Este concepto 
amplio del género Fonsecaea se remonta a los 
trabajos de Schol-Schwartz y Hoog (19), donde 
se eliminan los géneros considerados como 
Rhinocladie/la y se mantiene a F. pedrosoien el 
género Fonsecaea. McGinnis, Schell y Cole no 
describen la conidiación tipo Rhinocladiella en 
Fonsecaea (6,7). Sin embargo, consideramos al 
igual que McGinnis que el género Fonsecaea 
debe ser definido sobre la base de su anamotfo 
más frecuente, que es una célula conidiógena 
simpodial a menudo irregular, hinchada en el 
ápice,de lacual se producen conidios holoblásticos 
primarios típicamente en denticulos, los cuales 
pueden convertirse en células conidiogénicas. 

El arreglo de la micrografía 14 probablemente 
corresponde al inicio de la esporulación tipo 
Rhinocladiella que no ha sido documentado en 
observaciones al microscopio de luz o al micros- 
copio de contraste de fase. Los arreglos de las 
micrografías 15 y 16 no se han informado en 
otros trabajos morfológicos estructurales (6,7) y, 
posiblemente, corresponden a unarreglosimpodial 
en formación. 
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En un trabajo amplio del género Fonsecaea y su 
relación con otros géneros (6), de 54 cepas 
estudiadas de F. pedrosoi, no se analizaron 
cepas colombianas. Por esta razón, sería impor- 
tante analizar un mayor número de aislamientos 
y de diferentes regiones del país para definir si 
este tipo de arreglos corresponden a caracterís- 
ticas aisladas propias de dos cepas (micrografías 
14 a 16) o pueden encontrarse en los aislamien- 
tos colombianos. Así mismo, son necesarios 
más estudios al MER y al microscopio electróni- 
co de transmisión para tratar de definir sus carac- 
terísticas funcionales y estructurales. 

El análisis ultraestructural reveló detalles del 
proceso de conidiogénesis, cicatrices de esporu- 
lación, colarete, dentículos y conidios, mostran- 
do arreglos característicos y sustancias que los 
unen que no se pueden apreciar en el microsco- 
pio de luz o en el microscopio de contraste de 
fase, y permite un mejor entendimiento del pro- 
ceso de conidiogénesis. 

La fijación con acroleína pura y cristales de OSO, 
y el secado en altovacío se pueden utilizar como 
una alternativa metodológica en especímenes 
fúngicos o no, de difícil manipulación o que 
presenten fácil alteración por su composición 
higrófila, ya que una buena interpretación de las 
imágenes obtenidas con el microscopio electró- 
nico dependen en gran parte del correcto y ade- 
cuado procesamiento de la muestra a estudiar. 
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