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INTRODUCCION.

) La investigacidn llevada a cabo en los uUltimos afios ha
incrementado notablemente el conocimiento de las enfermedades
causadas por hongos que afectan al ‘hombre, siendo las
infecciones de la piel las mds frecuentes, tanto gue se
comparan en su frecuencia y distribucién con las enfermedades
causadas por virus y bacterias.(Emerson, 1952).

Los dermatofitos constituyen un grupo de hongos fila-
mentosos que parasitan al hombre y algunos animales. Emmons,
1934. Afectan la capa cérnea de la plel y sus anexos,
queratinizados (pelo y ufias),ocasionalmente invaden las capas
mds profundas de la piel causando lesiones granulomatosas,
conocidas como granuloma de Majocchi. {Emmons, 1934;
Segretain, 1966).

Desde el punto de vista epidemiolégico, las infecclones
por dermatofitos se clasifican en tres grupos, infecciones
por dermatofitos geofflicos, es decir adquiridos directamente
del suelo, donde existe el hongo como sapréfito; infecciones
por dermatofitos =zooff{licos, que generalmente se contraen
directamente de animales infectados; e Infecciones por
dermatofitos antropofilicos, los que son transmitidos de
humano a humano y cominmente no infectan animales.({Gonzdlez,

1974).



Clinicamente la agrupacién se hace en base a la topo-
grafia, que comprende la afeccién del pelo, ufias, barba, y
piel, comprendidas bajo la denominacién de tinea cgapitis,
tinea unguium, tinea barbae y Ltinea glabra, respectivamente,
esta Gltima a su vez se subdivide en ginea pedis, Linea
manus, tinea gruris, y tinea corporis cuando afecta los
ples, manos e ingle, o cualquier otra regién anatdémica del
cuerpo (Conant, 1973).

Desde el punto de vista micolégico; Emmons,1934, agrupa
a loes dermatofitos en tres géneros, Irichophyton,
Microsporum, y Epldermophyton, siendo hasta el momento la més
aceptada.

Con respecto al estudio de las dermatofitosis en
nuestro pai{s,la aportacién mds importante o al menos la més
completa ha sido la de GonzAlez Ochoa, (1941, 1945, 1947,
1955, 1957, 1966, y 1974), cuyos estudios enfocados a 1la
determinativa, taxonomfa y tratamiento de este grupo de
hongos, as{ como a la incidencia, distribucién varlacidén y
predominio de 1las diferentes especies de dermatofitos
influenciados por diversos factores tales como, regiones
geogrdficas, cambios en 1la ecologfa, migracién de las

poblaciones, higiene y medidas terapéuticas.



El diagndstico micoldgico de los dermatofitos consiste

en el cultivo y examen microscépico de las escamas de las

.regiones afectadas (piel, uftas y pelo). E1 cultivo tamblién

tiene gran importancia en la taxonomia y epidemidlogia de las
diferentes especies de dermatofitos.

La identificacién micoldgica de los cultivos comprende
los aspectos macroscéplicos de la colonia; color,
consistencia, produccién de pigmento y finalmente el estudio
de la morfologfa microscépica, (Rippon, 1990).

La morfologia macroscépica de los hongos se aprecia
mejor en cultivos efectuados en cajas de Petri, mis que en
tubo, sin embargo, hay un riesgo mayor de diseminar conidios
e hifas fragmentadas (artroconidios) que son transportados
por el.aire como en el caso de los cultivos de Coccidioides
Ammitis, Histoplasma capsulatum y N. asteroides, entre otras;
as{ mismo cuando se trabaja con hongos no patégenos, existe
igual riesgo al manipular las cajas de diseminar conidios en
el laboratorlio y causar contaminaciones fastidiosas.

Para el estudio de la morfoldgia microscépica de los
hongos se recurre a las preparaciones directas o
preparaciones en fresco, las gque consisten en colocar una
pequefia porcién de la colonia, cerca del centro, en una gota

de KOH al 10 -20% o en azul de algoddn lactofenol.



Se dilacera con agujas de diseccidn, se coloca un
cubreobjetos y se observa al microscdpio.

Recientemente, Endo,1966; pro.pone un nuevo método
préctico que conserva intactas las estructuras de
reproduccidén de los hongos, mejorando las preparaciones en
fresco. Se ha logrado también, mediante 1los 1llamados
cultivos en ldmina o microcultivos, conservar intacta las
estructuras caracteristicas, tanto de reproducién como las
del micelio.

As{ mismo se pueden obtener preparaclones permanentes,
tefiidas con diversas técnicas, lo que permite un estudlo m4s
detallado de la morfoldgia microscépica de los hongos.

Las técnicas desarrolladas tienen inherentes ventajas y
desventajas, como las descritas por Henricis, 1951, Rivalier
1954, Riddell, 1950. )

Un cambio radical en las técnicas de cultivo en
lémina o microcultivo, fué introducido por Higashi y
colaboradores, 1962 quienes emplearon laminillas tratadas con
dimetil-silicon, para el cultivo de bacilo tuberculoso,
obteniendo resultados altamente satisfactorios. Shibayama en
1972, ensayé este procedimiento tratando de obtener
microcultivos de Nocardfae, grupo taxonémicamente
relacionando con Mycobacteriae, con resultados igualmente

satisfactorios.



Con base en estos hallazgos, l)a sido el propésito
ensayar este Método para el estudio de los dermatofitos
Afundamentalmente, en lo concerniente a la fljacién en la
laminilla de todas las estructuras de reproduccién y del
micelio, cuyas caracter{sticas permiten hacer la
identificacién de este grupo de hongos. Para establecer 1la
bondad de este método, se hicieron paralelamente los
estudios, empleande a nuestro julcio uno de los mejores
métodos de microcultivo como lo es la técnica de Riddell,

(1950).



GENERALIDADES DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE DERMATOFITOS.

El grupo de hongos causantes de las dermatofitosis
presentan una morfoldgla parasitaria muy sencilla que se
reduce a dos aspectos tinicamente: hifas septadas simples o
ramlificadas y conidios. (Zapater, 1858).

El diagnéstico micolégico se efectia mediante el examen
microscépico de las escamas de piél, ufias, pelo y en
algunas ocaclones exudados como en el case del g;"anuloma de
Majocchi, (Zapater, 1958).

En los cultivo se desarrollan colonias cuya imagen
microscdpica exhibe micelio macrosifonado, septado, con dos
elementos celulares de reproduccién, unas células pequeflas,
de forma piriforme o esférica denominadas "microconidios",

aproximadamente 2 a 5 micrémetros, que se disponen en el

trayecto de las hifas, ya sea directamente o sostenidas por
una pequefla base; y otras células grandes septadas
denominadas " macroconidios" 4-8,8 X S0 micrémetros

Las caracteristicas morfolégicas’ de ambos elementos,
as{ como su ausencla o presencia han determinado el
reconocimiento de tres géneros en los dermatofitos (Emmons,
1934), con las siguientes caracteristicas de las especies mas
frecuentes en México. (Gonzdlez-Ochoa y col 1974).
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Género Irjchophyton. Se caracteriza este género por sus
macroconidios claviformes de 4-8 X 8-50 micrémetros con
'paredes lisas, de unos 2 micrémetros de diémetro,
unicelulares o hasta con cuatro septos. Los microconidios son
esféricas o claviformes (Esquema 1 ). La forma sexuada
{Ascomicetos) se incluye en el género Arthroderma que se
distingue por una protuberancia nudosa que se forma en la

parte terminal de las hifas peridiales.

T. mentagrophytes. Es un agente productér de tifias
de la piel y de la ufias. Esta especie es la causante del
conocido "pie de atleta", y con frecuencia origina la "tinea
barbae". La infeccién se contrae de fuentes humanas vy
animales.

CULTIVO.
I. mentagrophytes.
a) Caracteristicas macroscépicas: Las colonias se desarrollan

rédpidamente exhibiendo un aspecto granuloso o algodonoso.



ESQUEMA 1 MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE LAS ESPECIES MAS FRECUENTES EN
MEXICO DEL GENERO Trichoohyton.
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b) Caracteristicas microscépica: Presenta microconidios
esféricos de 2 a 5 micrémetros de diémetro, dispuestos

lateralmente en el trayecto de las hifas. Los macroconidios
son claviformes, sostenidos por un corto pediculo, tabicados,
de un tamafio que varia entre 15 a 50 micrémetros. En algunos

aislamientos se pueden formar espirales y cuerpos nodulares.

T. xubrum. Es uno de los agentes de tifias mis comin y
al mismo tiempo més rebelde de combatir.

CULTIVO.
© I rubrum.

a) Caracteristicas macroscépicas: Forma colonias blancas
algodonosas -] aterciopeladas a 'veces ligeramente

pulverulentas. El reverso suele exhibir un .color rojo-
purpura.

b) Caracteristicas microscépicas: Abundantes microconidios
piriformes (2,5 X 3-5 micrémetros) insertados en el trayecto
de las hifas. Los macroconidios son escasos de forma
cllindrica con los extremos redondeados y presencia de septos
transversales entre tres y ocho (4-6 X 15-30 micrémetros).

Existen numerosas hifas en raqueta y clamidosporas.



J. tonsurans. Es una especie cosmopolita de Linea
.gapitis. Clinicamente se destaca la fragilidad de los pelos,
que se rompen dejando cortos fragmentos obcuros que resaltan
de las partes alopésicas escamosas. Esta especie también
puede afectar la piel y las uflas. La'infeccién se contrae de

fuentes humanas.

CULTIVO:

I. tonsurans )

a) Caracteristicas macroscépicas: Se desarrolla con
facilidad, aunque lentamente, en el medio glucosado de
Sabouraud y a la temperatura ambiente, la colonla se hace
aparente entre el terceroy gquinto dia, y se la puede
identificar aproximadamente a los 12 dias. Esta especie
exhibe toda una gama de variaciones, al iniclo forma una
pequefia colonia blanca aterciopelada que se va tornando
amarillenta é de un color azufrado b4 ligeramente

pulverulenta.

b) Caracterfisticas mlcroscépicas: Los microconidios. son
piriformes, hialinos y pequeflos (3,6 X 1,5 micrémetros).
cuando el cultivo envejece, los microconidios se hacen més
grandes e lrregulares y aparecen una gran cantidad de

clamidoconidlos.



Los macroconidios son muy escasos e irregulares, tanto en
forma como en tamafio. La mayoria presentan de 3 a 4 células
(28 X 10 micrémetros). Las més largas llegan hasta los 80

micrémetros con 9 células.

Género Microsporum. Se caracteriza por poseer
macroconidios de superficie rugosa, forma elipsoidal
fusiforme u oval con presencia de varios septos
transversales. Los microconidios son de .aspecto claviforme y
pueden ser séslles o disponerse sobre cortos filamentos.
Tamblen pueden formarse hifas en raqueta, cuerpos nodulares y

clamidoconidios. (Esquema 2 ).

M. canis. Es el agente mids comin de tifia microspdrica.

La infeccién proviene generalmente de animales domésticos

{gatos, perros y caballos). La propagacién es posteriormente

interhumana.
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CULTIVO:

M. canis.

. 4) Caracteristicas macroscépicas: En el medio de Sabouraud,
la colonia est4d formada por un micelio aéreo lanoso o
algodonoso, de rédpido crecimiento, blanco al principio pero
que al poco tiempo se vuelve amarillento. Este pigmento
amarillo se difunde a través del medio y se produce con mds

frecuencia en Agar Papa Dextrosa.

b) Caracteristicas microscdpicas: Se caracteriza por sus
macroconidios - alargados y fusiformes (75 micrémetros de
promedio), de base truncada y con sus extremos en punta
"forma navicular". Poseen una pared gruesa verrucosa y
generalmente presenta entre 6 y 12 septos. Los microconidios
son escasos y piriformes (2,5-3,5 X 4 a 7 micrémetros).
También se observan hifas en raqueta, pectinadas, cuerpos

nodulares y clamidosporas.

1



M. gypseum. Se encuentra cominmente en el suelo. Es un
parédsito frecuente en los animales, mds raro en el hombre. Es
cosmopolita, produce leslones inflamatorias tanto en la piel
lampifia como en la cabelluda. En esta ultima localizacién se
muestra con el aspecto de un favus, (tifia que forma costra

amariila).

a) Caracteristicas macroscépicas: Exhibe colonias de
crecimiento répido, aplanadas, de bordes Iirregulares, al
principio son lanosa pero luego se torna pulverulenta. Se

caracterizan por su color castafio canela.

b) Caracteristicas microscdpicas: Estd constituida por
numerosos macroconidios, elipsoidales, de paredes delgadas,
rugosas o equinuladas, multiseptados con 4 a 6 tabiques de un
tamafilo que varfa entre (25 a 60 X 7,5 a 16 micrémetros). Los
microconidios son muy escasos, sésiles y claviformes, de (2,5
a 3 X 4-6 micrémetros). Hay también hifas en raqueta y
cuerpos pectinados y nodulares.

12



Género Epjidermophvion. Comprende una séla especie y no
se ha encontrado la forrﬁa perfecta. {Esquema 2 ).
El Epidermophvton floccosum ataca exclusivamente 1la
4pie1 glabra y las ufias . Es una especie antropofilica.

CULTIVO.

E. flocgosum,

a) Caracteristicas macroscépicas: En el medio glucosado de
Sabouraud, forma colonlas blanco-amarillentas, pulverulentas,

con numerosos plieges radiados. Es de crecimiento lento.

b) Caracteristicas microscdpicas: Abundantes macroconidios
septados con {dos a cuatro septos), claviformes, ‘con uno de
sus extremos bien redondeados y paredes lisas y gruesas. Los
macroconidios pueden observarse sélos o se encuentran

agrupados en racimos. No produce microconidios.

13



ESQUEMA 2 MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE: Microgporum canis,
y Epidermophyton floccosum-
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0BJETIVOS

I.- El propdésito Cfundamental de este trabajo es el de
estudiar las posibilidades de aplicacién de las laminilias
siliconadas, como una técnica de microcultivo que ofrezca
ventajas sobre los métodos cldsicos para microcultivos

utilizados en Micologia.

II.~ Obtener una imdgen clara de los hongos, posibilitando
as{ el estudio comparativo entre las especles de un mismo

género.

III.- Estudiar los cambios morfoléglct;s microscépicos que
presentan los dermatofitos durante su desarrollo,.utnmando
laminillas siliconadas, y paralelamente el método de
Riddell.

IV.- Encontrar el medio de cultivo mas adecuado para la

esporulacién v caracteristicas del micelio de los

dermatofitos utilizando laminillas siliconadas.

14



HIPOTESIS DE TRABAJO

.I.- Se espera que los dermatofitos se gesarrollen sobre la
laminilla siliconada, y que durante su coloraqién no se
desprenda el crecimiente y se puedan obtener preparaciones
fijas confiables.

I1.- Los dermatofitos exhibirén diferente comportamientos en
la esporulacién debido al empleo de diferentes medios de

cultivo.

III.- La esporulacién de los dermatofitos se verd afectada
por la concentracién de oxigeno en el método de microcultivo

en laminillas siliconadas ya que no es uniforme.
IV.~ Se espera encontrar un comportamiento similar en los

elementos de reproduccidén de los dermatofitos, tanto en las

laminillas siliconadas como en la técnica de Riddell.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio comprende un total de 11 cepas de
referencia: 9 cepas de dermatofitos y 2 cepas del género
Nocardia. procedentes del Laboratorio de Micologia del
Instituto Nacional de Diagnéstico Y Referencia
Epidemioldgicos, de la Secretaria de Salud. (Tabla 1 ).

METODO DE LAMINILLAS SILICONADAS
Se siguid el método descrito por Higashi y colaboradores,
1962, con algunas modificaciones, para simplificar el
tratamiento y uso de cantidades grandes de laminillas
A) OBTENCION DE LAMINILLAS:
1) Portaobjetos de wvidrio ordinarlo fueron cortados

longitudinalmente en 3 partes, de tal manera que midan

aproximadamente 9 X 75 mm.

16



Tabla 1

JRELACION DE CEPAS ESTUDIADAS CON DETERMINATIUR ¥ NUMERO
DE REGISTRC DE LA COLECCION DEL CINDRE).

GENERO ESPECIE NUMERG DE REGISTRG
Irichophyton rubrun 7010
Irichophyton rubrum 7001
'rrichnﬂwta'n nentagrophutes . 7113
Trichophuton mentagrophytes 71@9
Trichophuton mentagrophutes 7104
Irichophuton tonsurans 2283
Microsporum canis 737
Microsporum gupseum 7400

Epidermophyton floccosum S/N

Nocar.l:ua astercides 2648
Nocardia brasiliensis 4267

$/K Sin Registro.




2) Se lavan escrupulosamente para eliminar cualquier

pelicula de grasa en la superficie, de la siguiente manera.

a) Se colocan en un vaso de precipitado y se dejan toda la

noche en mezcla crémica.

b) Para eliminar la mezcla crémica, se colocan las laminillas
en el chorro de agua de la llave agitando y vertlendo varlas

veces, finalmente se enjuagan con agua destilada.

c) Se escurren y se ponen en la estufa a secar, dejando el

vaso invertido para acelerar el secado.

d) Cuando estan perfectamente secos se sumergen en una
solucién al 2% (v/v} de Dimetil silicon (Dow. "DC-200 £luid"
350 centistokes) en tetracloruro de carbono, durante 15

mindtos.

e) Escurrir y dejar que el solvente se evapore, a temperatura

ambiente.

£) Finalmente cuando el solvente se ha eliminado, 1las
laminillas en el vaso de precipitado, se invierten y se dejan
en el horno durante una hora a una temperatura de 300°C, para

estabilizar el silicon.

17



g) Las laminillas silicenadas, se manejan solo con pinzas
para evitar que se engrasen. S1 el procedimiento fue
correctamente aplicado, las 1amln§llas ya tratadas al
sumergirlas en agua deben quedar completamente secas, sin
gotas de agua adherlidas, esto es, totalmente repelentes al

agua.

B) MICROCULTIVO

1) En tubos de ensaye de 15 X 150 mm, se envasan 8 ml de

medio de cultivo.

2) Se coloca una laminilla previamente siliconada en el tubo
'y se tapa con tapén de algoddn.

3) Se esteriliza en autoclave durante 15 mindtos a l1l21°C.
4) Se siembra con pequefias porciones de micelio de las
diferentes cepas y se incuba.el microcultivo a temperatura de

laboratorio, (20 a 25°C). Figura 1

e



FIGURA 1 PREPARACION DEL MICROCULTIVO CON LAMINILLA SILICONADA
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El tiempo de incubacién para los ‘cultivos en laminillas
.siliconadas fué de, 5, 10 y 15 dias, dandose estos tlempos
arbitrariamente, dejandose desarrollar estos a temperatura
ambiente, realizando posteriormente las observaciones
microscépicas de la morfologfa y las estructuras de los

diferentes hongos y actinomicetes.

Los ﬁlcrocultivos en las lemlnillas siliconadas fueron
previamente fijados con formol al 5% durante 10 minutos y
coioreados con la técnica de Schiff, .{(Matthem, J.L. 1972,
TMB-227-8, 1964}, para los cultivos de los dermatofitos, y
con la técnica de 2ziehl-Neelsen modificada para tefiir los
microcultivos de Npcardia (Rippon, 18%0).
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TECNICA DE RIDDELL

"1) Colocar una varilla de vidrio doblada en forma de V,

dentro de una caja de Petri de 15 X 90 mm,
2) Poner un portaobjetos sobre la varilla de vidrio.

3) Esterilizar el material en el horno durante 90 mindtos a

una temperatura de 161*¢C.

4) Vaciar alrededor de 15 ml del medlo de agar fundido en una
caja de Petri estéril.

5) Una vez solidificado el medlo se cortan con bisturi
cuadros de 1 cm cuadrado que tendrdn un espesor de 2 mm,

aproximadamente.

6) Colocar un cuadro de medio de cultivo, de 1 cm cuadrado

sobre el portaobjetos.

7) Sembrar los cuatro lados del bloque de agar con fragmentos

de micelio.



8) Colocar un cubreobjetos centralmente sobre el bloque de

agar.

9) Poner mas o menos 7-8 ml de agua glicerinada al 10%
estéril.

10) Cuando la esporulacién ha ocurrido, sin ser excesiva, se
quita el cubreobjetos y se monta en un nuevo portaobjetos con

azul de algoddn, se sella con barniz de ufias.
11) Se desecha el cuadro de gelosa.

12) El crecimiento en el portaobjetos se tifie por la técnica

de Schiff y se monta con r?sina o bidlsamo de Canada.

13) Se realizan las observaclones al microscéplo.

( Figura 2 ).

El tiempo de incubacién para el estudio de los
microcultivos con el método de Riddell fué de 4 y 8 dfas,
dandose estos tiempos arbitrariamente, el desarrollo obtenido
en el cubreobjetos fue tefildo con azul de algodén lacto
fenol, se monté en portaobjetos nuevos, y se selldé con barniz

para ufias, constituyendo una preparacidn semipermanente.



. FIGURA 2 TECNICA DE RIDDELL
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En cuanto al desarrollo en el portobjetos fué fijado
con alcohol y luego coloreado con la técnica de Schiff, y
montado con resina sintética obteniéndose una preparacidn

permanente.

Los medios de cultivo utilizados en este estudio con
ambos métodos de microcultivo fueron, agar glucosado de
Sabouraud (AGS), agar papa dextrosa (APD), Yy agar papa
zanahoria (APZ), omitiendose el agar para los qultivos en

ldminas siliconadas.
Las técnicas de coloracién, preparacién de colorantes,

¥ la composicidn y preparacidén de los medios de cultivo estén

contenidos en el Apendice I.
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RESULTADOS.

' 1.~ MORFOLOGIA COLONIAL

Las peculiaridades morfolégicas de la colonia gigante
de las nueve cepas de dermatofitos estudiados, mostraron en
general, las caracter{sticas descritas en la literatura para
este grupo de hongos, (Tabla 2 }; sin embargo, la prcduccidén
de pigmento por las cepas de I. rubrum, sélo se observé en

los medios de agar papa dextrosa y agar papa zanahoria.

II.- MICROCULTIVOS

Las revisiones microscédpicas a los cuatro dfas de
incubacién por 1la técnica de Riddell mostraron buen
crecimiento, revelando diferentes estructuras del micelio,
tales como, hifas pectinadas, hifas en espiral, cuerpos
nodulares, clamidosporas,y estructuras de reproduccién, su
distribucién y disposiclidén in sltu, caracteristicos de cada
una de las cepas estudiadas (Tabla 3) dandose esporulacién
en las cepas de I. mentagrophytes, I. Lonsurans, M. gypseum y
M. canis, ésta dltima con macroconidios inmaduros.
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Tabla 2 CARARTERIASTICAS MORFOLOGICAS DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE DERMATOFITOS
EN MEDIO AGAR SABOURAUD DEXTROSA
1]
ESPECIE BORDE RE&%E;&:?E“I:& ELEVUACIDN TEXTURA CRECIMIENTO
T rubrum
& ==l irregulares ausente
plana ru luvetlrluols-an to lento
T mentagro- irregulares. ca
& Dencasre d mlrﬂlo Plana Ynaular rapido
Phytes algodonosa
T tonsurans legado blanc
2 tonsurans rlegad amari lr\-.nta deprimida algodonosa rapido
M canis rlana amarillio rlana algodonosa rapido
canaric
1 gypseun irregulares canela plana algodonosa rapido
E flocoosum salisnte amarillento umdrincada algodonosa lento




Tabla 3 MICROCULTIVUO: TECNICA DE RIDDELL, 4 DIAS DE DESARROLLO.
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

cerns | CHfB¥5s | CORBRGs | ectfifbns | en'Bifhe | nEUEESREs |CreresTo

RGS APD |APZ JAGS |APD | APZ {AGS | APD | APZ |AGS | APD | APZ [AGS | APD |APZ
T rubrum . .

7e10

- + + - - - - - + - + + - - - - - -

- + + - - - - - - - + + - - - - - -

- e + - - - - - - - + + - - - - - -
INMADY

E flocecn
suM

sporulo

ca roru 22 s
++ -sporullc al u ante
+++ esporulacion muy undante



No esporularon las 2 cepas de I. rubrum y la de E.
floccosum, en los tres medios de cultivo empleados.

A los ocho dias de incubacién, los microcultivos
revelaron crecimiento abundante con las caracteristicas del
micelio observados a 1los cuatro dias de desarrollo. Las
estructuras de reproduccién (microconidios y macroconidios)
fueron observados en mayor cantidad en los medios de agar
papa dextrosa y agar papa zanahoria, sin embargo, las cepas
de I. rubrum, L. mentagrophvtes, y I. tonsurans, que formaron
abundantes microconidlos, no formaron macroconidios en los

diferentes medios de cultivo empleados, (Tabla 4 ).

Los microcultivos en laminillas siliconadas de los
dermatofitos mostraron buén desarrollo a los 5 dias de
incubacidn, Incrementandose notablemente.a los dlez y quince
dfas de su desarrollo. El crecimiento fué denso y.Efirmemente
adherido en ambos lados de la laminilla siliconada, sobre
todo en la parte que queda cerca de la superficie del medio
l{quido, en donde 1la tensién de oxigeno es mayor,
disminuyendo hacia el extremo opuesto. La distribucién del
crecimiento fué mas o menos uniforme, denso en la parte mis
oxigenada y con microcolonias aisladas hacia el fondo del

medio liquido. Fotos %,2,3.
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Tabla

4 MICROCULTIVO: TECNICA DE RIDDELL, 8 DIAS DE DESARROLLO.
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIUO.

CEPAS

cBriBias

RGS

T rubrum

7019

CRO=
anlglus
APD |APZ |AGS |APD

PE I:HI‘IIFD?RSD AS
AFZ |AGS |

+

EN

APD

IFAS

SPIRAL

RAPZ

NDDEEPRES

Cl.mgaDSDSPO

AGS

APD

APD [APZ

(L]

rubrum

7001

+e +

++

T men

grovhutes

7431

+44

T menta-

grophutes

2109

*eé

T nenta—

grophutes
21849

+4 | 444

£22d

T tonsu-
rans
7283

e (444

e

M canis
7307

|- | -

M gupseun

74@0

e | - 1~

E flocco
sum

++ GSPG
+++ esporu

T

e

g ng:r.ﬂ.-



FOTO 4 M.gypseum. MACROCONIDIOS, ELIPSOIDALES, DE PAREDES
DELGADAS RUGOSAS, MULTISEPTADOS. 480X



FOTO S M.canjs. MACROCONIDIOS ALARGADOS ¥ FUSIFORMES, DE
BASE TRUNCADA, CON SUS EXTREMOS EN PUNTA. “"FORMA NAVICULAR".
PAREDES GRUESAS ¥ VERRUCOSO0S. 480X



FOTO 6 E.floccosum. MACROCONIDIOS SEPTADOS, CLAVIFORMES CON
UNO DE SUS EXTREMOS BIEN REDONDEADCS Y PAREDES LISAS ¥
GRUESAS. 480X



PIRIFORMES,

- ABUNDANTES MICROCONID10S
160X

T.
INSERTADOS EN EL TRAYECTO DE LAS HIFAS.

7

FOTO



FOTO 8 T.meptagrophvtes. MICROCONIDIOS ESFERICOS, DISPUESTOS
LATERALMENTE EN EL TRAYECTO DE LAS HIFAS. 160X



-FOTO 9 T.tonsurans. MICROCONIDIOS PIRIFORMES, HIALINOS Y
PEQUEROS, “DISPUESTOS LATERALMENTE EN EL TRAYECTO DE LAS
HIFAS. 160X



Los resultados se indican en las Tablas 5,6,7.

Los microcultivos de N, b.:asil.innii.s. y N. asteroides,
desarrollaron desde los 5 dfas de incubacién, .siendo el
crecimiento mds abundante en la parte de la laminilla que
queda cerca de 1la superficie del medio. Las laminillas
despues de inactivacién en formol al 5% y tefiidas con 1la
técnica de Zielh-Neelsen, reveld la presencia de micelio
microsifonado, ramificado y con fragmentacién en elementos
bacilares y cocoides, parcial pero inténsamente 4cido
resistentes, ( Foto 10,11 ).

26



Tabla 3 MICROCULTIUO: TECNICA DE LAMINILLAS SILICONADAS, 5 DIAS DE DESARROLLO.
DIFERENTES HEDIOS DE CULTIUO

CEPAS CE"!?E?ES c'ﬂﬂfﬁ?ﬁs PEC’&IIFD&SDRS EN }gspl’nﬁlﬁl. Nggmggs éLRP;‘I‘PsDSPD

CGS | CPD {CPZ [CGS | CPD {CPZ {CGS |CPD | CPZ |CGS | CPD | CPZ |CGS | CPD | CPZ _]CGS | CPD |CPZ

T rubrum . .

(-2 A T T R R T U G A A R A N

I rubrun
7@91

T menta-
grophutes | - - + - - - - - + - - - - - - - - -
7111

T nmen
grovhytes | - + + - - - - - +* - - - - - - - - -

menta-
grophutes | - e B -i{-1-1- - |- - - 1- - - - - |-

Porul
+ poca orul aci
++ tspnrulac on abu ante
+++ esporulacion muy abundante



Tabla & HICROCULTIUO: TECNICA DE LAMINILLAS SILICONADAS. 1@ DIAS DE DESARROLLO.
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

ceras | cOREBYos | HATBTos | peclfilibas | en'Pifhe | WEBEERREs [ CLAHROSFO

CGS | CPD [cPZ |cGS | CPD [CPZ |CGS {CPD | CPZ [CGS | CPD | CPZ |€6S | CPD | CPZ [CGS | CPD {CPZ

T rubrum
7e10

+ - - - - - S + + - - - - - - - - -

I rubrum
7@81

4+ | 4 |4+ | - - - + + + - - - - - - - - -

T Menta—

grophytes j++ | ++ |4+ | — - - + * + - - - - - - - - -
7111

T nenta-

grophytes | + - + - - - + + + - - - - - - - - -
7189

T nenta-
grophytes | ++ ++ | 4+ - - - + + + - - - + + - - - -
7104

T tonsu-
rans ++ | +F4 {H40 | - - - - - - + + + - - - - - -
7283

H canis

73a?

M gupseun
7489

E flooco

UM - - - - P - - - - - - - - - - -

SoN et pEeutas
+ ts;nrulacxun .lyhu

+ ante
+++ esporulacion muy abundante



Tabla 7 MICROCULTIUD: TECHICA DE LAMINILLAS SILICONADAS, 15 DIAS DE DESARROLLO.
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO.

cepas | cONBTos | cORTBYos | pedtfilibas | en'Biffhar | wEBELRREs | CLAHRPSFO
CGS | CPD |CPZ |CGS | CFD [CPZ |CGS [CPD | CPZ C6S | CPD | CPZ |CGS | CPD | CPZ_|CGS | CPD [CPZ

T rubrum . 8
S—1- - |- 1- -} - + + + ] - - - 1- - - - - +
vese

T rubrum | .4 +e | 4o | - - - + + + - - - - - - - - -
7081

T menta—

grophutes | ++ | +4+ {4+ | - - - + + + - - - - - - - - -
2111

T menta-
grophutes | ++ ++ | ee | =~ - - + +* + - - - - - - - - -
7189

T ment

grophytes | +4 | 444 [#44 ] ~ - + + + + |- - - - - - - - -
7ieq

rans 4+ | +ee (vee ] - - - - - - + + + - - - - - -

Ispar

No lo
++ -syarulaofon agurLdante
+++ esporulacion muy undante



FOTO 10 LAMINILLAS SILICONADAS.
DESARROLLO DE MICROCULTIVOS DE N.asteroides Y

N, .
EMPLEANDO DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO (CSD,CPD Y CPZ)



MICROSIFONADAS. 480X

FOTO 11 N. braslliensis. ELEMENTOS FRAGMENTADOS EN
ESTRUCTURAS BASILARES,



DISCUSION.

La identificacién de los hongos en general y de los
dermatofitos en particular, debende mis de las
caracter{sticas morfoldgicas, que de las caracteristicas
fisiolégicas, bioquimicas y antigénicas, las que son de mayor
utilidad para la clasificacién de las bacterias. No obstante
que algunos de estos procedimientos también se han aplicado
en la identificacién de los dermatofitos, (Georg, 1957,
Philpot, 1977).

Los dermatofltos empleados en este estudio, fueron
obtenidos de cultivos conservados en agua destilada durante
dos afios, cuyas caracteristicas morfolégicas de la colonia
gigante, asi como las del micelio y dé las estructuras de
reproduccién, fuercn similares a las observadas por
Beltrén,1990, quien estudidé las variaciones morfoldgicas de
cultivos de dermatofitos conservados en agua destilada.

De los diferentes métodos de microcyltivos en
portaobjetos publicados se eligidé el propuesto por Riddell,
{1950), considerado como un buen método, para comparar la
eficacia de las la minillas siliconadas como una técnica de
microcultivos para el estudio morfoldgico y determinativa de

logs dermatofites.
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Los resultados obtenidos con los microcultivos en
laminillas siliconadas, mostraron similares caracteristicas
morfolégicas del miceljo y de las estructuras de reproducién
¥y su disposicién in situ que los microcultivos practicados
con la técnica de Riddell, pudiendo ser 1itil para 1la
determinativa y adecuado para estudios morfoldégicos.

La esporulacién se observé en una zona de aproximadamente
2 cm por encima y alrededor de 1 cm por debajo de 1la
superficie del medio 1liquido, probablémente debido a una
mayor concentracién de oxigeno en esta zona, ya que en el
extremo opuesto de la laminilla, el crecimiento, es menor y
s6lo se encontré micelio sin elementos de reproducién .

El desarrollo de los dermatofitos observado a los 8 dias,
empleando la técnica de Riddel, fué el adecuado para obtener
una buena esporulacién y por tanto llegar a la determinativa
de estos. En 1lo que respecta al desarrollo de estos
microorganismos empleando laminillas siliconadas se aprecid
un buen desarrollo y con esto una buena esporulacién en los
cultivos de 10 dias.

La concentracién de oxigeno a la que estavieron
sujetos estos, pudo haber sido una limitante para su répida

esporulacién, ya que estos son microorganismos aerdbios.
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Aunque pudiera parecer una desventaja dél método,
posiblemente tendri{a aplicacién para estudios morfolégicos o
‘citoquimicos de organismos microaerofilicos y adin de
anaerobios, empleando medios de cultivo con bajo potencial de
oxido-reduccidn.

Por lo que respecta a los medios de cultivo utilizados
se observéd en los microcultivos de Riddell con medio de
Sabouraud buen desarrolloc de las diferentes especies de
dermatofitos probados, sin embargo, los medios de agar papa
dextrosa Y agar papa =zanahoria, quiza por su menor valor
nutritivo propiciaron la esporulacién 'mds temprana y més
abundante que el medio de Sabouraud. Comportamientd similar
se obtuvo con los microcultivos desarrollados en laminillas

siliconadas.

En el caso de los microcultivos de Nocardia los medios
de cultivo mostraron’ buen desarrollo sin que las
caracteristicas de esporulacién se favorecieron con alguno de

ellos.



Los dermatofitos crecen adhiriéndose fuertemente a la
superficie de las laminillas siliconadas, debido
probablemente al contenido de lipidos, al igual que las
Hicobacterfae y las Nocardiae, aunque ¢éstas con mayor
contenido de 1ipidos en sus paredes, tienen una fuerte
tendencia a moverse hacia un medio hidrofébico, (Fisher,
1954, Palen, 1950}).

Los métodos de microcultivos descritos, sobre todo los
desarrollados en cajas de Petri, presentan un elevado riesgo
al manejar cultivos de hongos patdgenos y saprdéfitos, por la
gran cantidad de conidios o fragmentos de hifas gque son
transportadas por el aire, pudiendo causar infecciones
accidentales o contaminaciones indeseables. (Rippon,1990).

Estos riesgos en gran parte, se evitan con el método
descrito, ya que emplea medios liquidos en tubo y las
laminillas siliconadas como soporte para el crecimiento,
facilitando el manejo de los microcultivos con mayor
seguridad. Asimismo, las laminillas se esterilizan en
autoclave o simplemente con fenol o formol, sin peligro de

que se desprenda y altere el crecimiento.



Por otro lado esta técnica ofrece ventajas de orden
prdctico, es fd4cil de realizar, no es laborlosa, se pueden
hacer en poco tiempo gran cantidad de microcultivos con un
minimo de contaminaciones, ocupan poco espacio durante 1la
incubacién, pueden almacenarce las laminillas esterilizadas
por tiempo indefinido y utilizarse en el momento ‘deseado, y
ademds se logran preparaciones permanentes, Udtiles por mucho
tiempo.

Podria considerarse como desventajas del método, la
preparacién de las laminillas siliconadas, pues se requiere
de clerta habilidad para cortar los portaobjetaos
longitudinalmente en tres partes, y tambien el empleo del

tetracloruro de carbono, reactivo téxico y flamable.
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CONCLUSIONES.

La técnica de laminillas si{liconadas es una alternativa
para el estudio morfolégico y con este, 1llegar a la
determinativa de diferentes especies de hongos patdgenos, con
un menor riesgo de contagio y una mayor rédpidez en su
realizacidén. '

El método puede tener aplicacién amplia én estudios
morfoldgicos, citoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos, etc, de
los diferentes microorganismos de interéds, tanto taxondmico
como clinico.

Los resultados obtenidos en las especies de dermatofitos
garantizan su aplicacidén en la determinativa de estos hongos.
En el caso de las especies del género MNocardia puede ser un
excelente método, sobre todo en las especies de ‘Actinomaduga
y Streptomyces, donde existen serias dificultades para el
estudio microscépico de 1los actinomicetes de importancia
médica. :

El método ofrece varias ventajas, como rdpidez en su
ejercicio, fécil de desarrollar, evita contaminaciones, es
seguro y econdmico, no ocupa mucho espacic en la incubacién,
puede montarse en cualguier momento, por lo que lo considero
un buen método de eleccidén para el estudio de este tipo de

hongos.
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APENDICE I

MEDIOS DE CULTIVO ¥ TECNICAS DE COLORACION
AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Dextrosa......40 gr
Peptona.......10 gr
AQBL.esavse-0.15 a 20 gr
Agua destilada 1000 ml
pH del medio..5.6

Preparacién: Disolver las substanclias en el orden dado,
agua destilada, dejar en reposo. calentar a punto
ebullicién con agitacién continua para fundir el agar.

Esterillzar en el autoclave a 121° C durante 15 mxﬁﬂtos.
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AGAR PAPA DEXTROSA.

Pulpa de papa......20 gr
Dextrosa.cicessseea20 gr
AgaAreeccessneeessasl5 a 20 gr
Agua destilada.....1000 ml.

Preparacién: Cortaf Einamente la papa, qolocar los cortes en
un matraz Erlermeyer con 200 ml de agua destllada_y llevar a
bafio Marfa a 60* C durante 1 hora, agitando ocasionalmente el
matraz. Flltrar posteriormente en gasa y agregar 800 ml de
agua destilada. Adiclonar 2 gramos de agar por cada 100 ml de
medio, disolver el agar por calentamiento y esterilizar a

1217 C durante 15 minidtos.
AGAR PAPA ZANAHORIA
Pulpa de zanahoria......20 gr

Pulpa de papA.....c+ce«.20 gr

AJALieacesesveressecssasld a 20 gr

Agua destilada..........1000 ml
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Preparaclidn: Cortar finamente la pulpa de zanahoria y papa,
colocar los cortes en un matraz Erlernmeyer con 200 ml de
agua destilada y llevar a bafio Maria a 60¢ C duramnte 1 hora,
'agitar ocasionalmente el matraz. Filtrar posteriormente en
gasa y agregar 800 ml de agua destilada. Adicionar 2 gramos
de agar por cada 100 ml de medio, disolver el agar por

calentamiento y esterilizar a 121® C durante 15 mindtos.

Los componentes del medio ya sea por reactivos
individuales o por mezclas comerciales (Difco, Bioxon.
He'rck), deben disolverse completamehtg en agua destilada,
calentando la solucidn sin llegar a la ebullicién. Debe
ajustarse el pH al valor indicado y .el medio se distribuird
en los recipientes adecuados para su manejo y esterilizacién
a 121* C durante 15 minidtos.

En el caso de utilizar tubos, estos de preferencia
serdn de 16 X 150 mm y deberdn colocarse en posicién
inclinada para su solidificacién. Previamente a su uso
deberdn sometese a prueba de esterilidad, incubdndolos a 48 y
72 horas a 37*®* C. No deberd utilizarse tubos con tapén de

rosca.
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1.- TINCION CON AZUL DE ALGOPON ACETICOQ

Azul de algodén......0.5 gr
Acido acético........3.0 ml

Agua destilada.......97.0 ml

Dilsolver el colorante en agua destilada y agregar los 3
ml de 4cido acético.

2.~ AZUL DE ALGODON.

Azul de algoddn ......0.05 gr
Glicerol...seanusysessd40,0 ml
Fenol (Cristales).....20gr
Acido léctico...cceaes20 ml
Agua destilada........20 ml

Disolver el fenol en 4cido léctico, posteriormente se

agrega agua y glicerol, calentando ligeramente, por udltimo se
adiciona el azul de algodén.

36



3.- TINCION DE 2IEHL-NEELSEN

SOLUCION A, CARBOLFUCSINA:
Fucsina bédsica......3.0 gr

Alcohol etflico 95% ......100.0 ml

SOLUCION B.
Fenol fundido......5.0 ml
Agua destilada......95.0 ml

Mezclar 10.0 ml de la solucién A con 90.0 ml de la
solucién B. Flltrar antes de su uso y guardar en frasco ambar
a temperatura amblente.

ALCOHOL—-ACIDO.
Alcohol etflico 95%......97.0 ml

Acido clorhidrico concentrado......3.0 ml

Mezclar y colocar en una piseta.
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COLORANTE DE CONTRASTE.

Azul de metilenoc......3.0 ml
Agua destilada......100.0 ml
Disolver en un mortero, filtrar y colocar en un frasco

gotera.
PROCEDIMIENTO DE COLORACION.

'1) Fijar la muestra por calor.

2) Cubrir la preparacién con la solucién de carbolfucsina y
calentar suavemente a emisidén de vapores durante 5 mindtos.
Culidar que no llegue a la ebullicidn.

3) Decolorar con alcochol A4cido, hasta la desaparicién del
colorante.

4) lavar enseguida con agua de la llave.

S) Contrastar con la solucién acuosa de azul de metileno
durante 2 minutos.

6) Lavar con agua de la llave el exceso de colorante y secar
al alire.

7) Observar al microscépio con objetivo de inmersicn.



4.- COLORACION DE SCHIFF

Acido peryodico......5.0 gr
Agua destilada.......100.0 ml

SCHIFF LEUCOFUCHSIN REAGENT (LILLIE MODIFICADO)

Fucsina baslica......l1.0 gr

Meta-bisulfito de ‘sodlo......1.0 gr

Acido clorhidrico (densidad 1,119)......1.6 mi
Agua destilada......100.0 ml

Disolver la fucsina en agua destilada, agregar el 4cido
clorhidrico y el meta-bisulfito de sodlo, agitar. Decolorar
por adicién de 0.25 gr de carbén activado. Agite 2 6 3
minutos. Filtre atravez de papel f£iltro.

Si el f£iltrado no es incoloro repita el p'aso de decoloracién.
PROCEDIMIENTO DE COLORACION

1.- Tratar el frotis con dcido peryédico al 5% por 5
mindtos.
2.~ Lavar en agua cortriente por 2 minutos.

3.- Poner en fucsina bidsica por 2 minutos.
39



4.- Lavar por 2 minutos con agua corriente.

5.~ Sumergir el portaobjetos en una solucién de Metabisulfito
de sodioc por 3-5 minutos.

6.~ Lavar con agua corriente.

7.~ Secar.

8.~ Observar al microscépio.

Refrigerar este reactivo en botella oscura. El reactivo puede

ser usado tanto tiempo como permanezca incoloro.
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