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Abstract: Forty one strains of dematiaceous fungi from the Mycology collection of the University of Costa Rica were
studied. Thirty three were pathogenic (Fonsecaea pedrosoi, Cladosporium carrionii, Xylohypha bantiana, Exophiala
Jjeanselmei, Rhinocladiella aquaspersa, Phialophora verrucosa) and the other eigth were contaminants
(Hormodendrum sp.). Morphological studies were done using the slide culture technique. The physiological criteria
used were: urease production, gelatin and Loeffler media liquefaction; xantine, tirosine, starch and caseine hydrolysis;
nitrate utilization; carbohidrate uptake; sensitivity to cicloheximide and thermotolerance in glucose-Sabouraud me-
dium. The physiological tests did not provide characteristic patterns for the different genera of pathogenic fungi, even
though these differences were detected in non pathogenic fungi; the tests may be useful for the quick separation of
both groups. Physiological test may have a limited value in the identification of fungi and the morphological analysis

cannot be substituted by physiological studies
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Los hongos de la familia Dematiaceae han
sido estudiados desde hace muchos afios, debi-
do al gran interés que tienen desde el punto de
vista médico y veterinario. Son agentes etiol6-
gicos de entidades clinicas como cromomico-
sis, tinea nigra, absceso subcutineo, cladospo-
riosis, queratitis micética, endocarditis, derma-
tomicosis y onicomicosis (Hironaga y
Watanabe 1980, McGinnis 1983). A esta fami-
lia de hongos negros pertenece una gran varie-
dad de géneros. Son morfolégicamente muy re-
lacionados y se caracterizan por poseer modali-
dades distintas de esporulacién segiin el géne-
r0.

Por la importancia del grupo se han desarro-
llado estudios morfolégicos y fisiolégicos para
su correcta identificacion (Marcano 1978,
Padhye 1978, Honbo et al. 1984, Dixon y
Salkin 1986). En este trabajo presentamos los
resultados de un estudio simultidneo de las ca-
racteristicas morfo-fisiolégicas de algunos hon-
gos dematidceos de nuestra micoteca, para esta-
blecer cuales pruebas son adecuadas para iden-
tificar especies. Ademds, lo comparamos con

hongos saprofitos del género Hormodendrum ,
un contaminante frecuentemente aislado en
nuestro medio, que es necesario identificar.

MATERIAL Y METODOS

1. Cultivos: Seleccionamos 41 cepas
(Micoteca de la Facultad de Microbiologia,
Universidad Costa Rica). Estas se han mante-
nido en Sabouraud Glucosa Agar por tiempos
variables:

a.- Aislados de casos de cromomicosis: F.pe-
drosoi (n=21), C.carrionii (Cladophialophora
ajelloi) (n=6), R.aquaspersa (Acrotheca
aquaspersa)(n=1), P.verrucosa (n=1).

b.- Aislados de casos de cladosporiosis:
X.bantiana (Cladosporium trichoides J(n=2).

c.- Aislados de absceso subcutidneo: E.jeansel-
mei (n=2).

d.- Aislado como contaminante de laboratorio:
Hormodendrum sp.(n=8).

2. Estudio morfoldgico: Se realizaron cul-
tivos en ldmina en medios de Sabouraud
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Glucosado y Papa-Zanahoria. Se incubaron a
temperatura ambiente (22°-25°C) por un perio-
do de 45 dias, con observaciones semanales.

3. Estudio fisiolégico: Todas las pruebas se

incubaron a temperatura ambiente (22-25°C),
por un periodo maximo de 30 dias, efectudndo-
se lecturas semanales. Los métodos fueron:
a.-Produccién de ureasa: Agar Urea de
Christensen (Difco).
b.-Licuefaccion de la gelatina: Gelatina
Nutritiva (Difco).
c.-Hidrélisis de la xantina y tirosina: método
descrito por Mariat (1965).
d.-Hidrdlisis de la caseina: medio Agar Leche
(Mackinnon 1954).
e.-Hidrdlisis del almidén: el medio usado fue
Agar Almidén (Mackinnon 1954).
f.-Licuefaccién del medio de Loeffler: Difco.
g.-Utilizacién de nitratos: Czapeck Dox Agar
(Difco).
h.-Asimilacién de carbohidratos: (Langeron y
Vanbreuseghem 1952, Mayorga y Close de
Leén 1966). Se utilizaron los siguientes car-
bohidratos: glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa,
rafinosa y galactosa.
i.-Sensibilidad a la Cicloheximida: Mycosel
Agar (B.B.L.).
j-- Termotolerancia:(Mackinnon 1954, Dixon y
Salkin 1986).Se utiliz6é el medio de Sabouraud
Glucosado en tubos (18 X 150mm), se inocula-
ron tres tubos por cada una de las cepas y se in-
cubaron a temperaturas de 25°, 35° y 42°C, por
un periodo maximo de 30 dias, efectudndose
lecturas semanales.

RESULTADOS

Morfologia: No se encontraron diferencias
entre el crecimiento de las cepas en los medios
de Papa-Zanahoria y Sabouraud Glucosado.
Sin embargo, en ambos casos la esporulacién
fue escasa después de un mes de incubacién.
Todas nuestras cepas poseen morfologia ma-
croscépica similar, encontrandose como hongos
filamentosos, de color negro, gris o verde oliva-
ceo y de lento crecimiento. Al examen micros-
cdpico estos hongos poseen hifas septadas fuli-
ginosas y su diferencia principal estd en el tipo
de esporulacién, que es caracteristica de cada
género.

Fisiologia: Cuatro pruebas dieron resultados
positivos para todos los hongos: produccién de

ureasa, utilizacion de nitrato, asimilacién de
carbohidratos y resistencia a la Cicloheximida.
Ninguna de las cepas patégenas hidroliza el
medio de Loeffler, pero las cepas de
Hormodendrum silo hacen.

Otras pruebas dieron resultados variables:

a) Licuefaccién de la gelatina: dieron una prue-
ba positiva todas las cepas de Hormodendru m
sp. y de C.carrionii, y dos cepas de F.pedrosoi.
El resto de las cepas, a pesar de mostrar un
buen crecimiento en este medio, dieron un re-
sultado negativo.

b)-Hidrdlisis del almidén: solamente una cepa

_ de C.carrionii dio resultado positivo.

c)-Hidro6lisis de la caseina: aunque todas las ce-
pas crecen bien en el medio, la prueba solo fue
positiva para X. bantiana, tres cepas de C.ca-
rrionii y todas las cepas de Hormodendrum sp.
d)-Hidrdlisis de la xantina: todas las cepas cre-
cieron bien pero presentaron una hidrdlisis ne-
gativa.

e)-Hidrélisis de la tirosina: todas las cepas de
E. jeanselmei y de Hormodendrum sp. dieron
una prueba positiva.

f)-Termotolerancia: Todas las cepas tienen co-
mo temperatura 6ptima de crecimiento la tem-
peratura ambiente. A 35°C no crecié ninguna
cepa de Hormodendrum ni la de R.aquasper-
sa; las otras crecieron lentamente. A 42°C no
crecié ninguna de las cepas.

DISCUSION

Se encontraron los patrones morfolégicos
caracteristicos de género y especie correspon-
dientes a los indicados por diversos autores en
Dematiaceae. Un problema de este tipo de estu-
dio, es el prolongado tiempo de incubacién que
necesitan estos hongos para crecer y producir
su completa esporulacion. Asi, para fines prac-
ticos del laboratorio clinico, no sirven para pro-
porcionar un diagnéstico rdpido. En ese caso
debe usarse el examen directo para buscar las
estructuras del talo fumagoide. Algunas prue-
bas fisiolégicas pueden ser de mucha utilidad al
ubicarnos en un determinado género, mientras
se obtiene la descripcién morfolégica definiti-
va. Encontramos que todos los hongos patége-
nos son resistentes a la cicloheximida, por lo
que esta prueba no tiene utilidad para la dife-
renciacién de las cepas. Sf la tiene en el labora-
torio clinico en los aislamientos primarios, de-
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biendo utilizarse rutinariamente los medios de
Sabouraud y de Mycosel. Es muy importante
el hecho de que todas las cepas crecieron bien a
temperatura ambiente y mds lentamente a 35°C,
en donde unicamente no crecieron las cepas de
Hormodendrum sp. y la cepa de R.aquaspersa.
Puede entonces considerarse que el crecimiento
a 350C es conveniente para diferenciar entre
las cepas de hongos negros patégenos y sapré-
fitos, lo que concuerda con Espinel-Ingroff
et al.(1988), quienes determinaron que la ter-
motolerancia es una prueba de mucha ayuda
para la identificacién de estos hongos. Las
pruebas bioquimicas realizadas en nuestro es-
tudio no mostraron patrones caracteristicos pa-
ra todos los géneros y especies. Sin embargo,
la licuefaccién del medio de Loeffler puede
servir como un parametro para establecer la
capacidad patogénica de una cepa, ya que tni-
camente las especies del género
Hormodendrum produjeron esta licuefaccion.
Debe realizarse un estudio con mds cepas sa-
préfitas, debido a que otros autores (Espinel-
Ingroff et al. 1988) no encontraron correlacién
entre la licuefaccién del medio de Loeffler y la
falta de patogenicidad de las cepas; ademads, al-
gunos de nuestros hongos patégenos no fueron
capaces de crecer en este medio. La especie F.

pedrosoi present6 un patrén semejante en casi
todos los casos. Este resultado puede ser de va-
lor en nuestro medio dado que, con excepcién
de un caso, este hongo es el unico agente
etiolégico aislado de los casos de cromomico-
sis. P. verrucosa y E. jeanselmei presentan un
patrén propio, el cual correlaciona con los re-
sultados obtenidos por otros autores (Shoji e ¢
al. 1986, Padhye 1978). Sin embargo, en nues-
tras observaciones, hay una diferencia para
P.verrucosa, ya que el resultado de la hidrélisis
de la tirosina fue negativo, al contrario de lo
que anteriormente se ha informado (Shoji e ¢
al.1986). Las cepas de C.carrionii dieron re-
sultados variables, situacién que ya ha sido
descrita (Honbo et al. 1984). Lo mismo ocurre
con los resultados obtenidos para X.bantiana
(Hironaga y Watanabe 1980); una cepa de es-
tas crecié mds a 35°C que a temperatura am-
biente pero no a 42°C, lo cual concuerda con lo
encontrado por Honbo et al.(1984). Segiin el
auxonograma de carbohidratos se observé que
algunos hongos como E jeanselmei y P.verru -
cosa, mostraban en el medio con rafinosa un
crecimiento colonial distinto al encontrado en

los medios con los otros aziicares. Al observar
la morfologia microscépica de estas colonias,
se encontré que las hifas eran méis gruesas e
irregulares que las que presentaban estos mis-
mos hongos en los cultivos en ldmina. Ademads,
el crecimiento en rafinosa tuvo menos esporu-
lacién y en P.verrucosa, las fidlides fueron de-
fectuosas, al tener un collarete incompleto.

En general, podemos concluir que las pruebas
fisiolégicas, si bien en algunos casos pueden
ayudar a la identificacién de algunos de estos
hongos, no son concluyentes y debe siempre re-
currirse al estudio de la morfologia de las cepas
aisladas. Sin embargo, algunas piuebas como la
licuefaccién del medio de Loeffler y el creci-
miento a 35°C, pueden ser auxiliares importantes
mientras se obtiene el cultivo definitivo.
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RESUMEN

Cuarenta y una cepas de hongos dematia-
ceos de la Micoteca de la Facultad de Micro-
biologia, Universidad de Costa Rica, fueron es-
tudiados morfolégica y fisiolégicamente.
Treinta y tres fueron cepas de hongos patége-
nos (Fonsecaea pedrosoi, Cladosporium ca-
rrionii, Xylohypha bantiana, Exophiala jean-
selmei, Rhinocladiella aquaspersa,
Phialophora verrucosa) y ocho fueron conta-
minantes de laboratorio (Hormodendrum sp.).
Las pruebas realizadas fueron produccién de
ureasa, licuefaccién de la gelatina y del medio
Loeffler, hidrélisis de xantina, tirosina, caseina
y almiddn, utilizacién de nitrato, asimilacién de
carbohidratos, sensibilidad a la cicloheximida y
crecimiento en cultivos en 1dmina en medios de
Sabouraud Glucosado y Papa Zanahoria. Todas
estas pruebas fueron incubadas a temperatura
ambiente (22-25°C) por treinta dias, con lectu-
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ras semanales. También se realizaron pruebas
de termotolerancia en medio de Sabouraud
Glucosado. Los resultados obtenidos en las
pruebas fisioldgicas no mostraron patrones ca-
racteristicos para los diferentes géneros y espe-
cies de los hongos patégenos, pero si se encon-
traron algunas diferencias con los hongos sa-
préfitos. Sin embargo, consideramos que estas
pruebas aunque son auxiliares importantes en la
identificacién de estos hongos, siempre deben
hacerse conjuntamente con el estudio de las ca-
racteristicas morfolégicas.
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