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CREACION DE UN LABORATORIO DE MICOLOGIA MEDICA EN

LA FES ZARAGOZA

RESUMEN

Estos organismos han acompanado al hombre, ya sea como fuente de alimento o ligado a rituales magico
religiosos. A algunos de éstos se les conocio en la America prehispanica como “teonanacat! que significa carne
de los dioses ** No obstante la micologia meédica data del Siglo XIX con los estudios de langenbeck sobre
candidosis, de Mahon en relacidon con la tifa alopécica v de Gruby sobre el tavus

La comprension de las micosis requiere del conocimiento profundo del parasito v del huesped Estas
refaciones parasito-huesped, constituyen la esencia del estudio de las micosis, asi como  de todas las
enfermedades de origen infeccioso. su estudio se apoya en los datos proporcionados por los laboratorios

Actualmente la micologia medica ha Hegado a un desarrollo tal, que como disciplina ocupa un rango
comparable en amplitud ¢ importancia a lu microbiologia v la parasitologia Es evidente que al extenderse los
campos de la micologia médica y al disponer de nuevos avances en su conocimiento, se crea la necesidad de
disponer de guias practicas y fuentes de informacion adecuadas para ¢l personal que dedica su tiempo al
quchacer micologico, sobre todo para aquelos que se encargan del aislamiento ¢ identificacion de hongos
patogenos para fines de diagnostico de las micosis Por todo lo anterior se tuvo la motivacion para emprender
la tarea de crear un laboratorio de micologia meédica v la presente guia metodologica en la FES Zaragoza

INTRODUCCION

El médulo de Microbiologia General 11 (MG-11), exta inserto en 7o semestre de la carrera de Q F B | Dicho
modulo esta contformado en forma tcorica-practica Por otra parte desde la fundacion de la ENEP Zaraggoza en
1976, los planes de estudio de las diferentes carreras que la conforman no habian sufrido una actualizacion y
es en 1989 cuando la carrcra de Q F B | realiza su actualizacion, la cual fue aceptada en fo general,
actualmente ¢l plan de estudios encuentra actualizandose ¢n lo particular  Por 1o que en 1992 se realiza la
primera actualizacion de la canta descriptiva, posteriormente cada afo se han realizado las actualizaciones
correspondientes

Por otra parte el manual de laboratorio del citado modulo, inicia su teestructuracion en Noviembre de
1994, concluyendo en Mayo de 1995, que es cuando se envia al comite de la carrera Bn el mes de Septiembre
del mismo se regresa con los comentarios y sugerencias por parte del comite de la carrera, v en el mes de
Noviembre de 1995, dicha carnta se regresa para su envio al comite editorial ¥ su posterior publicacion

Paralelo a este proceso tan dinamico que esta viviendo nuestra carreria, se ha producido material en forma
aistada de cierto material de¢ apoyo academico al modulo de MG-I11 Pero estos trabajos no cubren las
necesidades de apoyo que ¢f modulo requicre. por lo gue se desprende a necesidad de retamar un drea comao
Ia micologia. en especial los dermatofitos, con lo cual se hace indispensable 1a creacion de un laboratorio de
micologia médica. toda vez que la incidencia de casos por dermatofitos ¥y dermatomicosis en el tado de
México y D.F. alcanzan un total de 85081 (ochenta v cinco mil ochenta y uno) casos en 1993, dato
proporcionado por la Sccretaria de Salud (S $.).(1).




¢ Qué es un ser vivo?

Es un organismo formado por una o varias células con capacidad de crecer, reproducirse, asi como
mantener su fisiologia, morfologia normales y regular su propia vida ante los cambios que acontecen a su
alrededor. ( 16 ).

i Qué es la piel ?

I.a piel es una cubierta indispensable para una adecuada armonia, si falta, por causa de un traumatismo,
enfermedades hereditarias, o de contagio. se pone en peligro la vida, o dsta puede ser incompatible con una
extensa carencia de revestimiento cutanco

La piel deriva del ectodermo y mesodermo, ¢l primero da origen a epiderm foliculos pilosos, glandulas
sebaceas v sudoriparas. ufas, melanocitos v células de Langerhans. cl segundo origina tejido conjuntivo.
musculo piloerector, vasos y células de dermis

Datos histolégicos. sc distinguen

Epidermis.

e Estrato basal' Hilera de células cilindricas basofilas

e Estrato espinoso Formado por cclulas poliedricas

e Estrato yranuloso: Células con granulaciones

e Estrato comeo Células muertas aplanadas sin nacleo
Dermis

e Tejido conjuntivo.

e Vasosy nervios
Hipodermis:
e Adipocitos y tabiques de células de tejido conjuntivo

Funciones: Dar proteccion al cuerpo. mantener la temperatura. control hidroclectrolitico, ser queratinica,
melanica, sebacea, sudoral, sensorial y perceptiva,.( 17 ).

¢ Qué es un hongo?

Los hongos segun Whitaker en su clasificacion de 1969, pertenecen al reino Fungi.
Clasificacion

Animal

Vegetal.

Fungi: Hongos

Protista
Monera.

(8]




Los hongos son microorganismos cucarioticos (cclulas con nucleo) pucden ser unicelulares o pluricelulares,

uninucleados o multinucleados, ademas son quimiorganotroficos, 1a mayoria producen aflotoxinas que poscen
de 1 a 2 nucleos de cumarina, 1a cual es muy toxica para los seres vivos

La pared de los hongos puede ser de quitina o de celulosa, los hongos se consideran sapréfitos o saprobios
(pueden alimentarse de materia en descomposicion), requiren de una fuente de C, H, O, N y algunos
oligoelementos como son F, Cu, My, Mn, Fe, Zn, son acrobios, son ligeramente acidofilos (crecen a un pH de
S a 7). pueden ser:

Psicrofilicos” Crecen de 4 - 20°C

Mesotfilicos Crecen de 20 - 40°C

Termofiticos Crecen de 40 - 70°C

Dimorficos. Posce diferentes tamados

Polimorficos Presenta diferentes colores

Pleomorticos Presentan diferentes formas

Ademas los hongos no son fotosinteticos, carecen de clorotila Se reproducen de manera natural por medio
de e¢sporas, (casi todas las partes de un hongo son potencialmente capaces de desarrollarse v dar un nuevo
individuo)

1.os hongos pertenecen al reino Fungi, division Eumicota (hongo verdadero)

Clase

e Zygomycetes

e Ascomycetes Reproduccion asexual y sexual
e Basidiomycetes

* Deuteromycetes Reproduccion asexual

Las esporas que se¢ producen sexualmente tienen nucleos derivado de las células originales, las esporas
asexuales, se producen por simple diferenciacion del talo en crecimiento. El hongo esta constituido por hifas
que en conjunto forman micelio aéreo, o micelio vegetativo
e Hifas: Es una cadena de células que pueden ser sexuadas o asexuadas, en formacion, ya sea en forma de

cadenas transversas o tabiques, a medida que las hifas crecen se ramifican y se forma un micelio
.

Micelio aérco Este micelio crece v se eleva por arriba del sustrato. y en ocasiones es ¢l encargado de
soportar al esporangioforo

e Esporangioforo- Estructura del hongo que se encarga de guardar a las esporas

e Micclio vegetativo Este micelio crece vy penetra al interior del sustrato. absorbiendo de esta mancra el
alimento

-

Espora. Unidad estructural reproductiva de alta resistencia que al separarse del organismo es capaz de dar
Tugar a otro organismo nucevo

¢, Qué es un dermatotito ?

Son hongos que invaden tan solo la superticie de la picl causando infeccion ya que tienen la capacidad de
infectar todos los componentes cornificados de la picl, incluyendo pelo y uas ($y §)

¢ Qué es una dermatomicosis ?

Son micosis superficiales ocasionadas por dermatotitos, hongos pardsitos de 1a queratina, atectando piel vy

anexos, son de evolucion cronica, debido a la reaccion de ¢l huésped a los productos metabolicos del hongo.
mas que a la invasion del tejido vivo por el microorganismo. ( 3y 4 ).



¢ Qué ¢s una levadura ?

Los términos “levadura”™ v “levaduroide’™ son propios para los microorganismos tangicos unicelulares que se
producen por gemacion o de otra forma, y que ¢n su estado anamorto sc consideran micmbros del géncro
Blastomycetes Ademas en el sentido mas estricto de la palabra. no existen levaduras patogenas por naturaleza;
mas bien son oportunistas Teniendo una fase levaduniforme a 37°C v una tase micehal de 20 - 25°C

¢ Por qué sc cligicron a los dermatotitos en ¢l presente trabajo?

Las dermatomicosis represcentan las enfermedades mas trccuentes de la piel Dentro delindice de incidencia
de enfermedades en nuestro pais se encuentran dentro de los diez primeros lugares de padecimiento infeccioso
Si bien no provocan mortalidad. representan una alta morbilidad v en algunos casos incapacidad para ¢l
paciente

Ademas de que los agentes etiologicos de estas enfermedades pucden ser prevenibles, con una buena
higiene del individuo

JPor qué se anexa Candidosis cn cl presente trabajo®?

Debido a que es una levadura cosmopolita Se considera como una de las infecciones por oportunistas mas
frecuente en seres humanos La incidencia se ha elevado durante los altimos 20 afos

Constituyve el 25% de las micosis superficiales Afecta o individuos de cualquier edad. raza o sexa No tiene
refacion con el clima, la situacion geogratica ni ¢l nivel socioeconomico Se presenta en 5 al 20% de los recien
nacidos

Las tformas profundas y sistémicas son raras, sc presentan en 80 a 90%a de los enfermos con SIDA; en

México se han observado en un 60%s v conforme pasa ¢! tiempo va aumentando dicho porcentaje. predominan
en boca y esotago

Por qué sc anexa Criptococosis en ¢l presente trabajo?

Debido a que se trata de una entermedad cosmopalta v rara No tiene predileccion por sexo, aunque hay
ligero predominio en el varon Es mas frecuente cn personas de 30 a 60 afos de edad y rara en niflos. Afecta
mas a individuos debilitados por enfermedad de Hodgkin. lcucemia, diabetes, sarcoidosis. y en los ultimos afos
a los enfermos de SIDA con mayor frecuencia. asi como a pacientes bajo tratamiento con antibioticos,

glucocorticoides o inmunosupresares También se presenta en personas ¢xpuestas a excremento de palomas o
a aire acondicionado, contaminado con ¢ste. como sucle suceder en la ciudad de México

e Clamidiospora N (@)
=50 O¢p



de reproduccion sexual

® Basidiospora p p
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e Zigospora.( 18y 19).

& Qué ¢s micosis?

Se les Hlama micosis a las infecciones causadas por hongos microscopicos y toman su nombre de la parte del
organismo que invaden (onicomicosis, afecta a la ufa) o del hongo quec las causa (coccidiomicosis por
Coccidinidey 1mitis). Los agentes de las micosis pueden ser endogenos o exogenos, los hongos endogenos se

encuentran en mucosas o tegumentos de individuos sanos vy solo en condiciones especiales del huésped
antibioterapia) se convierten en patogenos, v los exogenos se encucntran en cl

(inmunodepresion, diabete
exterior del individuo como lo cs la piel

¢ Qué tipo de micosis hay ?

Segun su localizacion hay 4 grandes grupos de micosis que son  superficiales, subcutaneas, sistémicas y
oportunistas

l.as subcutaneas y témicas se pueden’ agrupar cn las micosis profundas B gencral las micosis

superficiales se producen por contacto directo con el hongo. con la persona o amimal infectado, afectan la piel.

anexos y mucosas, como lo son las tifas por cjemplo

I.as micosis subcutaneas por lo general se adquieren del ambiente ¥ ¢l hongo penetra por traumatismos de la
piel. En las micosis sistémicas las esporas del hongo penciran por inhalacion v producen generalmente mico
pulmonar primaria de donde pueden diseminarse 2 cualquicr otro organo o sistema  Las mico sistemicas
pueden afectar piel. mucosas y las superficiales extenderse a organos profundos. en general las micosis son de

evolucion subaguda o crénica, pueden durar afos o ser letales
s que se transforman en patogenos bajo

Las micosis oportunistas son causadas por hongos saprobi
diferentes condiciones del huésped.



ANTECEDENTES HISTORICOS

Fueron descritos por los gricgos y los rtomanos, los primeros les llamaron herpes por su forma circular, y los
segundos, tinea que significa larva o polilla

En cl siglo XVI1 en México sc utilizaba “calota™ como tratamiento en indigenas tarahumaras, no sin antes
encomendarlos al Justo Martir, el santo de las tifas, el tratamiento consistia en un birrete preparado con resinas
calientes que se aplicabian en la zona afectada, dejandolo secar y luego se arrancaba bruscamente, de esta
mancra sc desprendian las escutulas del favus, pero se producian yrandes hemorragias

En 1882 en un suplemento del Oxford English Dictionary. va aparecio ¢l termino dermatofito, aunque sec
abouraud inicio el estudio tematico de las dermatofitosis y en
. sc considera como una obra clasica de la
éneros, frichoplivion, Microsporm,

ignora cuando y quicn lo acudo En 1890 *
1910 publicé una enciclopedia. cuvo tercer volumen “Les Teigne
literatura meédica. clasificando por primera vez a los dermatofitos en 4
Fopndermaopbivion v Achorion

En 1933 Emmon, siguiendo las reglas de nomenclatura y taxonomia botamicas, clasificd a los dermatofitos
en solo 3 generos, Jrichophvion, AMicrosporum v Fopidermopbhivion, el cual incluia al genero Alchrorion Pese a
1a poca importancia clinica de las micosis supertficiales, es interesantes sedatar que los dermatotitos estuvieron a
punto de cambiar la histona, pues en 1932, durante la 2a guerra mundial muchos soldados britanicos aliados
presentaron formas incapacitantes de “tita de tos pies” lo cual dio lugar a la obra “Fungi go to war™

En 1945, Latapi descnbio en Mexico {os primeros casos de Tokelau en la sierra Norte de Puebla. BEn 1977,
Ajello hizo una revision historica v senalo que el conoaimiento sobre dermatofitos ha sido paralelo al desarrollo
de la micologia médica en general (3).

DATOS EPIDEMIOILOGICOS

Segun Arenas (1993), los datos mas recientes recopilados por ¢l son micosis cosmopolitas que predominan
en zonas tropicales Se consideran las mas frecuentes de las enfermedades por hongos 1 Mexico se observa
entre los diez primeros fugares de consulta dermatologi Atecta a sujetos de cualquier raza, edad o sexo asi
como de cualquier medio socioeconomico u ocupacion  Fn Mexico se abserva una frecuencia de los
dermatofitos de la siguiente manera

o 7 rubrum 36 - S2%

e A carnis 14 - 24% ocasionando cl 40%6 de las tinas de la cabesa ( S).
® 7l tonsurans 15 - 28%0.

e 7. memagirophyvies 5 - 8%

o 5 floccosum 3 - 8%

Sin embargo en un articulo publicado por la revista del centro dermatologico Pascua en los meses de Mayo
a Agosto de 1993, manifiesta que el | 926 de personas que acuden al servicio de dermatologia es debido a
micosis, teniendo una incidencia los siguicntes dermatofitos

o 7. rubrum ol 1%
e AL carus 23.7%%
. rtonsurans 7 2%%
. . floccosum 4 %%
o 7. memagrophytes 3.2%
o AL spscum 0.8% (6).



En las estadisticas reportadas por ¢l INDRE en 1993, ¢n el Edo de Meéxico y en ¢l D F reportaron 85081
casos de dermatomicosis y dermatofitosis, los niameros de casos presentes en ¢l pais se anexan en la siguicnte
tabla:

NUMEROS DE CASOS TOTALES DE DERMATOFITOSIS ¥ DERMATOMICOSIS
Estado Numero Estado Numero
Aguascalientes 3794 Morclos 13722
B CN. 8272 Nayarit 83064
B.CS. 2210 Nuevo Ledn 51627
Campeche 7724 Oaxaca 11126
Coahuila 14618 Puebla 9463
Chiapas G185, Querétaro 0388
DF 32RRS Quintana Roo 7350
Colima 4103 SLP 7010
Chihuahua 3992 Sinaloa 28974
Durango 2513 Sonora 7710
Guanajuato 22029 ‘Tabasco 16320
Guerrero 15423 Tamaulipas 34034
Hidalgo 4374 Tlaxcala 4392

Jalisco 43101 Veracruz 73260
México 52196 Yucatan 5991
Michoacan S4206 Zacatecas 5708

Mientras que en un articulo de la revista Mycosis publicado en 1994, manificsta que las micosis en México
causadas por dermatofitos va cambiando constantemente con ¢l paso del tiempo asi como va variando la
frecuencia de los agentes causantes de las dermatofitosis, como lo muestra cl siguiente cuadro

® 7. rubrium 80.9%
e 7. memagrophytes 9.0%
& Al canis 5.3%%
® Tl tonsurans 2.8%
o [ floccosum 2.0%

L.as variaciones observadas en los agentes etiolo;
durante los ultimos 20 anos,

cos vy tormas clinicas de las dermatofitosis en Mexico
reflejan la gran capacidad de adaptacion de  Jre
condiciones del huésped, razon por la cual sigue siendo el de mayor incidencia (7 ).

hropply:tons

a las

NOTA: la informacion epidemiologica. aqui mencionada es la mas reciente, que se ha logrado obtener de
las diversas instituciones de epidemiologia, investigacion y servicio a la comunidad

AGENTES ETIOLOGICOS

Los microorganismos causales se Haman dermatofitos de acuerdo a la clasificacion taxonomica, hongos
queratinofilicos que limitan su presencia a estructuras quce contienen queratina (pelo. uflas y capa cornea).



ficacion taxonémica de los dermatofitos:

Sexuados

e Reino Fungi

e Di Eumycota

® Subdivisién Ascomycotina

e Clase Euascomycctes

e Orden Eurotioales.

e Familia Arthrodermataccae (Gymnoascaceae).

e Género Arthroderme.

Asexuados

& Subdivision Decuteromycotina

e Clase Hyphomycetes.

e Orden Moniliales

e Familia Moniliaceae

e Género Fpydermophyiton.
AMicrosporum.

Trichoplyton.

Sc han identificado 41 especies anamorfas, casi todas viven como saprofitas del suclo ¥ pueden aislarse por
el mérodo del anzuclo, sélo 5 se consideran importantes como patogenos

Clasificacion de géneros y especies anamorfos de dermatofitos.
* Patogenaos

Epidermaophyton

* 1l floccosum.
e [l stockdaleae.

Microsporam

= AL carns

ML ypseum.

* ML ncvrrtem.

M. amazonicum.

M. arnamorfo de Arthroderme cookielun
A1 boullardi.

M. coonker.

M. cquirnm.

AL ferrugineum,

M. frlvierm.

M. szallinac.

M. persicolor,

M. praccox.

AL rasemaosnm.,

M. ripariac.

M. van breusegthemir,
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14208,

concerntricrm,
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Los géneros Zrichophyron, Microsporum, Fpidermophyiton se distinguen entre si por sus caracteristicas
micreoscopicas. €sto es por sus conidios y macroconidios, en especial por sus macroconidios, que son

especificos de cada yenero ( 5 ).

GENERO TRICHOPHYTON.

L.as especies de ZTrichophyion atacan ¢l pelo, piel y udas En los pelos infectados pucden descubrirse
artrosporas dispuestas en hileras paralelas en el interior del pelo (tipo endothrix) o ¢n hileras también paralelas
fucra del pelo (tipo cctothrix).

Por exiamen macroscopico la colonia ticne aspecto algodonoso, granulial o polvoniento. velloso, liso o
céreo. La pigmentacion varia notablemente ya que 1os cultivos pucden ser blancos, rosados, rojos, purplreos,
violetas, anaranjados, amarillos a pardos

Por examen microscopico se ven gran namero de microconidios en forma de pequefas estructuras en maza
o subesféricas, hialinas, de pared delgada. unicelulares, de 2 por 4 micras, gue se originan ch grupos o racimos
o nacen aisladamente a los lados de lus hifas (tirsos)

Los macroconidios (husos) son raros o no existen en algunas especies, a4 menos que el hongo se desarrolle
sobre un medio apropiado, ¥y se ven como grandes estructuras fusiformes o en maza, hialinas, de pared gruesa
o delgada y /lisas, de 4 a 6 micras de anchura por 10 a 50 micras dec longitud. Puede verse también otras
estructuras, como micclio en raqucta, clamidiosporas, cucerpos nodulares ¢ hifas en espiral.




GENERO TRICHOPHYTON

ESQUEMAS.
microconidios. macroconidios
en salchicha.
-
c p =
k= =
== =
< -
=
O 0 0
T. tonsurans. L rubrum.
microconidios Candelabro
redondos en favico
racimos. )T

o

= m
o O
g o° "‘%,e
Hifas en
zarcillos y
tirabuzon.
A

T. menragrophytes. T. schoenleinii.




GENERO MICROSPORUM.

l.as especies de Aficrosporum atacan solamente la piel y ¢l pelo. En los pelos infectados se identifica ¢l
hongo como una vaina de mosaico de pequedas esporas en torno al tallo piloso. tos pelos infectados emiten
fluorescencia verde con luz de Wood

Por examen macroscopico en los cultivos de Afrcrosporum desarrolla un micelio adéreo algodonoso. lanudo,
enmarafiado o polvoriento cuyo color varia de ante a blanco o a matices mas intensos de pardo

Por examen microscopico la pared espinosa de los macroconidios caracteriza al género. Esta espora puede
ser oval, de pared gruesa o delgada;, en los lados de las hitas, sésiles, o sobre cortos esterigmas. nacen
pequefos microconidios, ¢en maza de 3 a 6 micras, uniccliulares Se advierten también hifas cn raqueta, o en
forma de peine, cuerpos nodulares y clamidiosporas. También cabe comprobar la ausencia de grandes
macroconidios tipicos multitabicados.



GENERO MICROSPORUM

ESQUEMAS.
Macroconidios con Macroconidios
mas de 6 lébulos. hasta 6
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GENERO EPIDERMOPHYTON.

El pcio no es infectado por Fpedermophivien, el caal solo ataca la picl y las uitas

H

Macroscopicamente, su aspecto de los cultivos es, caracteristicamente aterciopelado o polvoriento, con
surcos radiantes centrales y color amarillo-verdoso

Por examen microscopico sélo se producen los grandes macroconidios de pared delgada, lisos, :
multitabicados y en maza, En ¢l micelio se ven clamidiosporas ¢ hifas en forma de raquetas, no se observa !
desarrollo de microconidios, solo se incluye una especic en este género

i
;
i
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GENERO EPIDERMOPHYTON

ESQUEMAS.

Macroconidios en
mazo.

Clamidiosporas.

E. floccosum.( 3y S).



TINAS

Para adquirir la enfermedad se precisa contacto con 1a fuente, el modo de contagio puede ser zoofilico ¢ de
animales a humanos ), geofilico ( de suclo a humanos ) y antropofilico ( de hombres a hombres )

La infeccidn se explica en la siguiente manera: cuando una espora se deposita en la superficie de 1a piel. se
reproduce en la capa cornea. inicialmente origana una papula y luego una lesion anular por la extension
radiada de los filamentos, también ocurre parasitacion de vellos, y de este modo actiian Como reservorios.

En la piel cabelluda el hongo se reproduce en la capa cdrnea ( a nivel del orificio folicular ). penetra e
invade la vaina del pelo. se extiende hacia la profundidad sin sobrepasar la zona queratdgena, al mismo
tiempo se extiende hacia la parte distal del pelo y lo transforma en un pelo grueso y fragil que se rompe con
facilidad. Los artroconidios pueden invadir la vaina del pelo sin destruir la cuticula ( endothrix ) o perforar y
alterar esta ultima produciendo una vaina externa de conidios ( ectoendothrix )

GRUPO ECTOTHRIX

Microsporico Microide Megasporado

23]
7. mentagrophytes. 7. verroscosum.

M. canis.
( ochraceum )

GRUPO ENDOTHRIX

Tricofilico

7. tornsurans. T. schoenleinii




En upnas el dermatofito penctra por la queratina blanda del hiponiquio, por ¢l barde lateral de ta ufa, o por
ta linula y afecta el eponiquio, mas rara vez puede hacerio por la superficie de la lamina ungucal

Después afecta ¢l lecho y en 1a ufa misma s¢ extiende por una red de tancles excavadas en la queratina dura
sin invadir la matnz. E! hongo penetra en los corneocitos o solo los separa mecanicamente la colonizacion
produce una reaccion del huésped debida a los productos metabolicos del hongo como son las queratinasas,
proteasas, elastasas y lipasas. En algunos pacientes hay reaccion inflamatoria intensa, ¢n otros ¢s minima  El
grado de la respuesta depende de dos factores, 1) de la especie causal, y 2) de ol grado de hipersensibilidad del
huésped

Por todo lo anterior las dermatomicosis se han clasificado de la

uiente manera (3 y S).

1.- Formas superficiales de tidias

Tina de la cabeza
TiAa del cuerpo
Tifa imbricada
Tifa inguinal
Tina de fa mano
Tida de los pies
Tida de las unas

1L.- Formas profundas de tiflas

Dermatofitosis inflamatorias
Querion de Celso

Favus

Tifia de 1a barba

Granuloma tricofitico

1.- FORMAS SUPERFICIALES DE TINAS.

TINA DE LA CABEZA O TINEA CAPITIS.

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Los agentes ctiologicos implicados mas trecuentes son 7. toresurans, Al
canis y M. sopsceum

CUADRO C NICO: Pucde ser seca o influmatoria (descripcion microsporica y tricotitica) L.a variedad
seca se manificsta por descamacion y “pelos tiflosos™ pelos cortos, uruesos, quebradizos, deformados y en
ocasiones con una vaina blanquecina, que recuerdan ¢l aspecto de “patitas de arana®

Las tifias tricofiticas originan alopecia difusa con placas pequefas ¢ irregulares intercaladas con pelos sanos,
en ocasiones s0lo s¢ observan como puntos negros (debido a que los cabellos se rompen cerca del orificio
folicular), y puede haber lesiones muy pequedias

Las tifas microsporicas originan una o pocas placas redondeadas de mayor tamafio de las anteriores, de
varios centimetros de diamctro, todos 1os pelos cortos se encuentran al mismo nivel, las placas se encuentran
bien limitas En ambas variedades clinicas en las zonas donde no hay pelo, hay prurito, ardor v descamacion
ligera. ( §).




Reaccion “1DE™

La reaccion dermatofitide “id

es una manifestacion alérgica de fa infeccion en un sitio distal. y las lesiones
estan desprovistas de microorganismos Se encuentran en cualquier parte del cucrpo una seric de vesiculas
agrupadas (de tipo pustuloso), que estan tiesas, producen comezon y a veces son doloros (4).

DIAGNOSTICO: Es sugendo por ¢l cuadro clinico, por pelo quebradizo y carente de brillo. pero sobre
todo por examen directo del epiteho atectado (borde descamado) montado con hidroxido de potasio (KOH) v
s¢ ohservan las macroconidias caracteristics
avuda ( 4).

s de cads penero, el uso de la lampara de Wood tambien es de

Lampara de Wood Los cabellos infectados por AL carus, 11 meriagrophyies por mencionar algunos, son
fluorescentes a la luz ultravioleta B luz negra™ se conoce comunmente como lampara de Wood Parece

que la sustancia fluorescente es producida por el honpo, unicamente en el peto infectado (ue se encuentra en
crecimiento activo (4 ).

TRATAMIENTO: Las titas secas de ta cabersa curan solas al Hegar 1a pubemad
curan solas en semanas o meses v dejan alopecia permancate Fl tratamiento mas adecuado es la yriscotulvina
de 10 a 20 mg/kg de peso al dia y en casos resistentes hasta 30 me BEn masores Jde 12 anos de edad se

administran SO0 my al dia Se¢ aumenta la absorcion si se toma el medicamento despues de ingenir alimentos
con grasas (leche o helados)

Las tormas intlamatortas

Sc puede agregar antimicoticos topicos o disulturo de selenio al 2 5% de shampoo para eliminar las esporas
viables de 1a superficie de la picl cabelluda, conviene trotar las zonas atectadas durante

¢l bano despues de unos
3 dias, para climinar pelos o

escamas parasitadas, el tratamiento puede necesitar vanos meses ( 4y 5),

A DEL CUERPO O TINE

T

A CORPORIS,

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: los

aventes amphcados  mas comunmente son 10
mentagrophyres, v Al canes

rubrum, 1

CUADRO CLINICO: Es una tifia de ta piel labra (lampina) Sc¢ caracteriza por placas eritéematoscamosas
redondeadas, con bordes activos, vesiculosos, se extiende en direccion ¢

sseentrica v deja fa parte central sana o
con poca descamacion, prurito feve, en forma muy comun se encuentran dos tipos de fesiones, una es seca y
escamosa anular (manchas anulares) y la otra es vesiculas
elevada de inflamacion apenas diseminada  El borde
que ¢l area se cubre con pequeias escamas La curacion espontanca se presenta en ¢l centro, cn tanto que el
borde avanza En el segundo tipo de lesion, las vesiculas aparccen en formu irregular o inmediatamente detras
del borde hiperémico vy clevado que avanza Se forma una costra, despues sana en el centro de 1a lesion para
dejar una area mas © menos pigmentada  La variedad tricofitica origina placas pequeias vy maltiples, s
presentan ¢n cualquier parte del cuerpo  La mucrosponca genera placas de mavor tamafo y ¢n menor namero a
veces se forman circolos concéntricos, algunas placas son confluentes, por lo que alcanzan mavor tamafo v son
policiclicas o irregulares. (4 y 5).

DIAGNOSTICO: La tifia corporis sc caracteriza por la aparicion en la piel carente de pelo, de lesion anular
papuloescamosa, que puede ser simplemente escamosa O tiene un componente vesicular pustular en la periferia
y tiene costra en el centro (cuadro clinico) Examen con KO al 10%a de las escamas que muestra hifas
tabicadas con antroconidios acomodados en forma irregular, cuadrada o redonda ( 4).

(torma de nis) La primera comicenza como una area
rojo v algunas veces ligeramente hinchado, mientras

TRATAMIENTO: Sc¢ obticnen mejores resultados mediante desprendimi

agua y jabon dos veces al dia y después del desbridamiento adnuni
aldia. (3y S).

cnto de las costras v escamas con
rar por via topica griscotluvina de 250 my




TINA IMBRICADA O TOKELAU.

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Es causada por 7. concerntricum
CUADPRO CLINICO: Al parecer sc trasmite antropofilicamente, se  caracteriza  por  placas
papuloescamosas, dispucstas cn anillos concéniricos, donde lus escamas estan adheridas a las lesiones las

cuales son policiclicas, el eritema es escaso pero el prurito es intenso
Se desprenden laminillas de epidermis y los bordes libres se dinigen hacia ¢l centro Un anillo pardusco

rodeca la periferia que se extiende ¢n forma activa
DIAGNOSTICO: El aspecto de anillos policiclicos. policéntricos sin manifestacion de eritema es tan
caracteristico que hay poca confusiéon en el diagnostico Asi mismo como hacer un examen con KOH al 10%
de las placas demostrando los macroconidios
TRATAMIENTO: Sc ha registrado curaciones completas con una dosis total de 2 4 g de griscofulvina
durante unos 18 dias, endosisde 05 g

NEA CRURIS

A INGUINAL OT

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Pucde ser causada por 2 floccosum, 1. rubrum s 1. mentagrophyies,
son los mas frecuentes

CUADRO CLINICO: Afecta una 0 ambas regiones inguinales, region pubica, perinco, abdomen y region
perianal; puede ser aguda o crénica y en ambas hay prurito intenso. la enfermedad es mas comun en varones, s¢
caracteriza por placas de dermatitis camosas, papulosas, clevadas. de bordes bien delimitados cuya periferia
que se extiende activamente, sc ta tachonada de vesiculas o vesiculopustulas, tas lesiones pucden ser
bilaterales pero no necesariamente simétricas, las porciones centrales son de color pardo a rojo v se hallan
cubiertas de cscamas furturaceas finas parecidas al salvado
DIAGNOSTICO: El aspecto clinico de las lesiones con sus bordes netamente definidos v periferia activa
posce valor diagnostico indiscutible, aun asi se debe de practicar un montaje con KOH al 10%a de los bordes en

§ e

descamacion.
TRATAMIENTO: Sc recomienda yriseofulvina en dosis de 250 mg por dia, por via topica en forma de

microparticulasl

TINA DE LA MANO O TINEA MANUUM

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: La mayoria de las infecciones son causadas por /1. rubrum. 1.

mentagrophytes y 12, floccosurn.

CUADRO CLINICO: Afecta una palma o ambas de las manos. La forma cronica es la mas frecuente, sc
manifiesta por anhidros hiperqueratosis difusa y descamacion polverulenta o placas eritematoscamosas, hay
acentuacion de los pliegues de flexion lLa forma inflamatoria o aguda se debe fundamentalmente a 70
mentagrophyvies. Se caracteriza por vesiculas que a veces adoptan el aspecto de cccema o dishidrosis. pucede
observarse un borde marginal. si afectan los plicgues interdigitales se conoce como intertrigo dermatofitico,
hay acentuacion de los surcos normales. descamacion furfuracea y papulas o vesiculas en los bordes La
elevacion es cronica y ¢l prurito es inconstante.

DIAGNOSTICO: Por montaje directo de las escamas con KOH al 1024, sc observan las macroconidias

caracteristicas
TRATAMIENTO: Griscolulvina en forma de microparticulas por via topica en dosis de 500 myg. por dia

(4yS).



TINA DE LOS PIES O TINEA PEDIS

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Es originada por 7 rubrum. 1. mentagropinees o F. floccosum

CUADRO CLINICO: Afecta pliegues interdigatales, plantas y bordes de los pies  Sce manifiesta por
escamas, maceracion, grictas, fisuras (intertriginosa), vesiculas y ampollas (vesiculoampollar), escamas y arcas
de hiperqueratosis o ulceraciones y costras melicéricas (agudas) Puede extenderse a los bordes de los pies, a
su cara dorsal o dar formas de mocasin 0 en calcetin, scgun ¢l nivel de afeccion
acompana de prurito y olor tétido, cursa con exacerbaciones en ¢épocas calurosas y remisiones en épocas frias

Es mas frecuente la forma seca, con anhidrosis, descamacion fina o polverulenta asi como con acentuacion
de los pliegues de flexion

DIAGNOSTICO: Las placas escamosas, furfuraceas parecidas al salvado. o urupos de vesiculas sobre las
plantas asi como fisuras v epidermis macerada, son sugestivas de la tinea pedis, v ta confirmacion se hace con
examen microscopico directo de las escamas con KOH al 10%6, observandose las macroconidias

TRATAMIENTO: Es imponante secar bien los pies después del baio y aplicar polvos fungicidas as1 como
cambiar los calcetines diariamente, administrar griscofulvina por via topica., 250 mg. del farmaco en

ultraparticulas por dia

La cvolucion es cronica se

TINA DE LAS UNAS

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: La causa principal, 7. rubrum, seguida por 1. mermagrophytes,
predomina en las uias de los pies un 70%, ¢n especial de los primeros dedos en 27% afecta ufas de las manos

y solo 3% de manos y pies
CUADRO CLINICO: Las manifestaciones clinicas se clasitican como sigue

A.~ Subunguenal

Distal Paquioniquia

Lateral Onicolisis
B.- Blanca superficial Onicolisis
C.~ Distréfica total Onixis

En 1a onicomicosis subunguenal distal y lateral, las ufas son opacas de color amarillento, marron (café) o
yrisaceo, son friables y cstan crosionadas, los bordes dan la impresion de duplicarse. puedce haber
engrosamicnto (paquioniquia), despegamiento (onicolisis) y es rara la invasion de 1a lamina unguenal (onixis).

L.a evolucion es cronica con invasic

La onicomicosis blanca superticial o leuconiquia tricofitica predomina en ¢l primer dedo del pic, se
caracteriza por pequeilas zonas de color blanco porcelana con superficie rugosa

En la forma distrofica total, las uias se rompen y desmoronan, ticnen aspecto de madera carcomida y dejan
un lecho engrosado que también puede quedar destruido

DIAGNOSTICO: Genceralmente por cuadro clinico., y por montaje directo de las muestras con KOH al
10%.

TRATAMIENTO: La extirpacion de las udas
veces cficaz. Sin embargo ¢s necesaria la administracion prolongada de griscofulving en do
particulas pequefas a finas 2 veces al dia

cluyvendo los detritos situados debajo de las mismas, es a
de 0.5 gr en




- FORMAS PROFUNDAS DE ¥1

ATORIAS.

DERMATOFITOSIS INFLAM

Las dermatofitosis inflamatorias pueden depender de la respuesta inmunitaria al dermatofito en si o de la
aplicacion prolongada de glucocorticoides El aspecto modificado de las dermatofitosis de base se llama
corticostopeo, que consiste en mayor eritema y extension de las lesiones, presencia de placas satélite, estrias,
atroficas v en el estudio micologico, aislamicnto del dermatotito

RION DE CELSO

Qu

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Es causada por AL cans v 1 mentasrophyies principalmente

CUADRO CLINICO: Es una tida inflamatoria  Manitestada por un “plastron inflamatorio constituido
por pustulas v abscesos multiples, hay adenopatias satélite y dolor a la presion. pero no fiebre, en las ctapas
iniciales es una foliculitis v en las avanzadas constituye ¢l querion verdadero Tomo su nombre de su aspecto.

pues ¢l término en gricgo signitica “panal®

La alopecia es muy importante y es dificil de encontrar pelos tifiosos, sin tratamiento puede dejar alopecia
definitiva. Hay infiltrado inflamatorio masivo agudo de las areas atectadas y de los tejidos mas profundos. En
las areas adyacentes a la foliculitis, se sienten pantanosas a la palpacion v ¢! pus rezuma de los foliculos Es
importante observar que ¢l pus no se deba a invasion bacteriana secundaria. si no que sc deba al hongo v en
consecuencia no se necesita intervencion quirargica

DIAGNOSTICO: Montaje directo de las muestras con KOH al 10°4s suele dar diagnéstico adecuado.
ademas de el cuadro clinico

TRATAMIENTO: Griscotuivina, 10 a 20 mg /kg  de peso al dia en menores, en mayores de 12 afios
hasta 500 mg al dia, para disminuir ¢l grado de alopecia cicatrizal, algunos recomiendan prednisona. 2 mg/kg
de peso corporal al dia durante las dos primeras semanas (4 y 5).

TINA FAVICA O FAVUS.
DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Es causada por 7 schocsleons, M gvpsenm. 1 violacenm.
principalmente
CUADRO CLINICO: Puede afectar 1anto la piet lampina como ¢l cuero cabelludo, se caracteriza por
escutulas, es decir cazoletas constituidas por masa o filamentos y cubicrtos por costras amarillentas, que dan cl
aspecto de miel en ¢l panal (favus = panal) despiden un olor caracteristico a *“raton mojado™, cuando sc
desprenden las costras quedan al descubierto bases hamedas rojas y deprimidas LLa evolucion ¢s cronica, sin
tendencia a la involucion
DIAGNOSTICO: El
tipicas, olor a “raton mojado
preparacion directa de la muestra con KO#H al 10%
TRATAMIENTO: Griscofulvina ¢n forma de particulas pequenas a finas en la mafana y en la noche

después de una comida rica en grasa, 500 mg. al dia.

gnostico es evidente cuando se advierten en las lesiones escutulas amarillas
. Huorescencia con lampara de Wood, no por cso esta por demas hacer una




TINA DE LA BARBA O TINEA BARBAE

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Originada pancipalmente por /. mentagrophyees, 1 verrescosum v 1
ruhrirr

CUADRO CLINICO: s exclusiva de virones adultos, atecta tas zonas de fa barba o cucllo, se caracteriza
por pustulas foliculares aisladas o agrupadas de evolucion cronica y que deja alopecia cicatrizal El pelo en
tales arcas puede ser quebradizo y sin brillo surgiendo entonces alopecia en porciones centrales

DIAGNOSTICO: Por medio de cuadro clinico y por montaje de las muestras con KOH al 1024

TRATANMIENTO: Los pelos intectados deben depilarse manualmente v aplicar griseofulvina en forma de
microparticulas finas, 500 mg al dia

GRANULOMA TRICOFITICO.

DATOS EPIDEMIOLOGICOS: Sucle depender de 7. rubrem. aunque ¢l caso original fue de 7.
violaceum.

CUADRO CLINICO: Sc manifiesta por nodulos de consistencia firme, unicos o moltiples, casi siempre
confluentes, pueden disponerse en placas eritematoscamosas o verrugosas La cvolucion es crdnica y poco
dolorosa. En las mujeres se localiza en las picrnas y hay antecedente de rasurado de las mismas, en otros sitios
casi siempre hay uso previo, prolongado de glucocorticoides

DIAGNOSTICO: Por medio de examen directo de KO al 10°6 de las muestras

TRATAMIENTO: Aplicacion de griscotulvina ¢n forma de microparticulas finas por via topica, 500 mg
por dia

OTA: En casos de intolerancia a la Griscofulvina, puede utilizarse Terbinafina, 125 my al dia o
ketoconazol. 3.3 a 6 6 my/kg de peso carporal al dia, es un tratamicento mas prolongado, se recomiendan los
imidazolcs sobre todo ¢n los inmunodeprimidos

LEVADURAS

Candidos

DEFINICION. Micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras endogenas y oportunistas del
género Cuandida, especialmente Candida albicar Las manitestaciones clinicas son localizadas, diseminadas o
sistémicas; pueden afectar piel, muco s protundas y organos internos  Las  alieraciones
histopatolégicas varian desde inflamacion minima hasta supuracion o granuloma lLa cvolucion es aguda.
subaguda o cronica

DATOS HISTORICOS: Hipocrates (460 a 377 a C.) describié placas blanquccinas en la boca en
pacientes debilitados y en recién nacidos. Galeno (130 a 200 a C ) las observo ¢n niflos enfermizos
En 1842, Gruby describio este hongo, los presentdo ante la Academia de Ciencias de Paris como ‘el
verdadero muguet de los nifos™, asi mismo. postulo la transmision intrauterina y comunico la primera
candidosis. En 1875, Haussmann noto ¢! vinculo entre candidosis vaginal de la madre v bucal del recién nacido
£n 1890, Schmorl informo la afeccion mucocutanea; en 1904, Dubendorter, 1a inguinal, y en 1907, Jacobi,
Ia cutineu




a la subdivisi

Clasc Blastomyccetes
Familia Cryptococcaceae
Candida albicarns

. greilliermensdns

C. parapsilosis

. kruseii

. troprealis

. seundotropicales

" srellaroidea

ETIOLOGIA: El agente mas frecuente es Candida albicans

A continuacion se

ETIOPATOGENIA: Los agentes causales son levaduras anascosporadas, cuyo estado anamorto pertencce
&n Deutcromycots, y su estado telemorfo pucde ser Ascomycotina o Basidiomycotina. Se han

descrito 81 especies, de las cuales al menos 7 causan enfermedades en seres humanos El género Candida, en
sentido amplio es dimorfo

Puede tener diversas manifestaciones clinicas, tanto mucocutaneas, cutaneas, alérgicas, como generalizadas,
pero en este trabajo solo abordaremos las mucocutaneas ¥ cutaneas
manifestaciones:

listan dichas

A. Afecciéon mucocutinea
1. Bucal:

Muguct
Glositis
Estomatitis
Queilitis
Boqueras

2. Vaginitis y balanitis
3. Perianal

B. Afeccion cut

hea

1. Candidosis intertriginosa

. Paroniquia y onicomicosis
3. Eritema por panal
4. Granuloma por Candida




A. AFECCION MUCOCUTANEA

Muguct (algodoncillo)

CUADRO CLINICO: Presencia de una seudomembrana de color blanco cremoso a grisaceo cubre
lengua. paladar blando. mucosa bucal y otras superficies bucales LLa membrana que se observa en la mucosa
esta compuesta de masa de hongos. tanto en la forma micelial, como de levadura. Con frecuencia, las placas
membranosas se quicbran y tienen el aspecto de leche cuajada La membrana cs bastante adherente a la
mucosa principal y su extirpacion deja ver una base roja rezumante

Glositis

CUADRO CLINICO: Se presenta un cuadro conocido como “Lengua pilosa negra™ Esta enfermedad se
caracteriza por hipertrofia de las papilas de la lengua y color negro-verdusco debido a la presencia de Candida

Estomatitis

CUADRO CLINICO: Predomina c¢n ancianos y a menudo sc relacionan con protesis dentarias, sc

presentan lesiones erosivas y dolorosas por debajo de ta placa

Queilitis

CUADRO CLINICO: Sec observan grupos dispersos de erosiones satélites, atroficas, granulares, eritema
y fisuras cn el labio.

Boqueras

CUADRO CLINICO: Sc manifiesta por un triangulo de base externa en las comisuras bucales constituido
por eritema y fisuras

TRATAMIENTO: Los colutorios con bicarbonato son eficaces. econdmicos y faciles de aplicar; en caso
de usarse protesis dentarias, éstas también deben de colocarse en esta misma solucion o cicloheximida a 226

2. Vaginitis

CUADRO CLINICO: Se¢ presenta inflamacion, secrecion de blanquecina a amarilla, espesa y grumosa;
prurito intenso, sobre todo premenstrual y extension de las lesiones a vulva, perineo y drea inguinal La mucosa
vaginal muestra placas blanquecinas, amarillentas o scudomembranosas, en ocasiones hay olor fétido




Balanitis

CUADRO CLINICO: La picl del glande y corona se encuentra macerada, con placas blanquecinas,
vesiculas o pustulas y erosiones secundarias.

3. Perianal

CUADRO CLINICO: Es comun en lactantes, ¢i un principio. las lesiones estan bien detinidas, placas de
color rojo opaco que coalesen y se extienden, con un borde irregular Se forman vesiculas que despues se
rompen para dejar un borde andrajoso. es comun que las lesiones se extiendan hasta las nalgas v parte interna
de los musios, algunas ocasiones afecta genitales, parte interior det abdomen  El prurito ¢8 minimo en los

lactantes sanas En el caso de los adultos el prurito es grave v toda el darea presenta dermatitis con inflamacion
intensa

B.- AFECCION CUTANEA

Candidosis intertriginosa

CUADRO CLAINICO: intertrigo se presenta mas comunmente en axilas, ingle. pliegues inframamarios,
intergluteos, espacios interdigitales, penc y testiculos. asi como en ombligo [Las lesiones son muy
caracteristicas y bien definidas como areas de “piel escaldadas”™, que exudan con basc eritcmatosa y borde
festonado. La lesidn esta rodeada de crupcioncs “satélites™, las cuales se desarrollan en forma de vesiculas
discretas, pustulas, o ampollas que se rompen y dejan una superficic desnuda. con bordes crosionados y
rasgados Estas se desarrollan ¢ imitan a las lesiones originales

TRATAMIENTO: En regiones genitales, pliegues v zonas del paal se aplican fomentos con vinagre o
acido acético. una a dos cucharadas diluidas en un litro de agua De los antimicoticos locales clasicos, que son
utiles. se encuentra cl vioformo en crema a 3%, la nistatina en forma de unguento. gotas, gel o suspension, de
200,000 a 500.000 U/mI dependiendo la presentacion  se seleccionan segun la localizacion y se aplican o
administran dos a tres veces al dia durante sicte dias a varias semanas

Paroniquia v onicomicosis

CUADRO CLINICO: las lesiones s¢ caracterizan por el desarrollo de inflamaciones
dolorosas y se exticnden hasta un centimetro fuera de la orilla paroniquial
la una

enrojecidas,
In la paroniquia cronica es invadida
En la onicomicosis que resulta, la placa ungucnal cambia de color, se vuelve engrosada, endurccida y
presenta estrias o surcos. La una no se hace triable como sucede en la tinea unguium de ctiologia dermatotita

TRATAMIENTO: Itraconazol. 100 mg al dia por via oral, es cficaz sobre todo en paroniquia y
onicomicosis, se administra al menos seis meses



Eritema del paiial

CUADRO CLINICO: Esta cs una sccuela comun de la Candidosis bucal y perianal del recién nacido, la
colonizacion inicial provoca dermatitis primaria irritante. Puede ir seguida de invasion de la epidermis por el
hongo y el trastorno sc agrava extendiéndose con trecuencia

TRATAMIENTO: Con sccado y la aplicacion de clotrimazol en pomada, después de cada cambio de
pafial o después cada bafo

Granuloma por Candida

CUADRO CLIiNICO: lLas lesiones son muy distintas de las otras formas de Candidosis cutanea y
mucocutanea. Se describen como papulas vascularizadas primarias cubiertas de una costra gruesa, adherente de
color pardoamarillento Estas pueden convertirse en callosidades o protrusiones de hasta 2 ¢cm de largo

TRATAMIENTO: El ketoconazol, 200 my al dia por via oral, se recomienda ante afeccion de piel,
mucosas v uflas, o en formas cronicas y profundas

En formas profundas y sistémicas se utiliza antotericina B, 0 6 mp/kg de peso corporal como dosis total,
sin sobrepasar una dosis total de 1 a 3 gr combinado con S-fluorocitosina, | SO mp/kyp por dia

Estudio micologico

Para el cultivo es indispensable que s0lo se examinen las muestras recién obtenidas, sembrandolas por
picadura en medios habituales como lo puede ser Sabouraud

A temperatura ambiente los microorganismos crecen de forma rapida, de 24 a 48 horas, aparecen colonias
lisas, blandas, pastosas, brillantes de color blanco o ligeramente beige, con el tiempo se hacen plegadas,
rugosas O membranosas y a simple vista sc observa cl micelio sumergido

La presencia de filamentos es caracteristica del genero Carrdida, su produccion se estimula en medios sin

carbohidratos, como ¢l PZ (papa - zanahoria) Para distinguir Candida_albicans de las otras especies. se
practican las pruebas siguientes’

Filamentacion en sucro:

Se toma un inoculo de la colonia y s¢ coloca en 05 ml de suero, se incuba a 37°C. en 2 a 4 hrs. Se
producen tubos germinativos en (. albicans o . srellaordea.

Resiembra de los cultivos en agar harina de muaiz, agar PZ, agar arroz con Tween 80:

Sc hacen algunas estrias en ¢l tondo del tubo v luego una estria longitudinal profunda, en 24 a 48 horas se
toma un fragmento de la gelosa donde se aprecie el desarrollo de filamentos en profundidad Se observa como
se producen rapidamente seudohifas y racimos de blastosporas en verticilo y sobre todo las clamidosporas
caracteristicas de la especie (7. albrcans que son grandes
y con distribucion intercalar o terminal

. esféricas, de 8 a 12 um de diametro. de pared gruesa

El examen directo se practica a partir de exudado, esputo, escamas, raspado de ubas o centrifugado de
orina. Se¢ efectia con KOH, solucion de lugol o fisiolodgica También se puede realizar trotis y tedirse con
Gram, azul de metileno, PAS, Giemsa o Wright Sc¢ observan abundantes esporas redondeadas u ovales de 2 a
4 um de diametro |, blastosporas, seudohifas, o hifas verdaderas



GENERO CANDIDA
ESQUEMAS

Clamidosporas
(terminalcs)

Blastosporas
Clarm'dosporas

\ Seudohifas

Levadura Candida

C. albicans



La identificacion de las especies se basa ¢n sus caracteristicas fisiologicas, como fermentacion (zimograma)
y utilizacién (auxonograma)

Caracteristicas fisiolégicas para la identificacion de Candida

C. albicans C. stcllatoidea C. wropicalis C. parapsilosis

Morfologia:

Micclio o + +
seudomicelio

Clamidiosporas + +/-

Filamentacion en + +/=~
suero a 37°C por
4 Hrs

Auxonograma:

Glucosa
Maltosa
Sacarosa
Galactosa
Lactosa
Rafinosa -

b4t

o+t
IERE
444

Zimogramsa

Glucosa +
Maltosa +
Sacarosa +/-
Galactosa +
Lactosa -
Rafinosa -

1
ot

Otros caracteres

Urcasa - -
Red. tetrazolio Blanco Rosa Violeta Rosa
Res. Actidione + +

Utilizacion KNO3 -
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Criptococ

DEFINICION: Micosis oportunista causada por una levadura encapsulada Crg merrts, de
origen exogeno, s¢ adquicre por via respiratorin y es pulmonar en 90%, puede afectar cualquier viscera,
musculo, hueso, piel y mucosas, pero tiene afinidad particular por el sistema nervioso central La evolucion es
aguda. subaguda o cronica La diseminacion acurre en pacientes debilitados o con inmunodeliciencia

DATOS § TORICOS: En 1894 v 189S, Busse v Buschke. describieron el primer caso en seres humanos
con lesiones cutancas y ose¢ En 1901 Vuillemin clasitico a la levadura aislada en estos pacientes en el uénero

Craptococcus y llamo O neoformans al hongo descubicerto
En 1951, Emmons aislo (. neaformans del suclo y posteriormente de excretas de palomas v otras fuentes

En 1955, Baker y Haugen demaostraron la presencia de la capsula
En 1955, Gonzalez Ochoa hizo mencion del primer caso en Mexico, tanto en forma yeneralizada, y

posteriormente Lavalle una forma mucocutanca

ETIOPATOGENIA: Bl agente causal ex una levadura encapsulada. no micelial, de 20 a 30 um de
diametro, (. uceformcans, cuyo estado perfecto o telemorto es el Basidimmiveete, que tiene dos variedades
neaformeans v bacillispora

Subclase Blastomvcete

Orden Cryptococcale:

Familia Cryptococcaceiae

Estado anamorto CrygHoCoecCns neoformans

Orden Ustilaginales
Estado telecomorto

ETIOLOGIA: Como ya se menciono antes, se trata de Cryptococcis neoformans en estado anamorfo

pero para el presente trabajo solo xe¢

CUADRO CLINICO: Ticne diferentes manitestaciones clinicas
tomaran en cucnta las de tipo cutanco

I.as manifestaciones cutaneas son anicas o multiples, en cualquier localizacion, pero predominan en cara,
cuello y torax. La morfologia es muy variada. hay papulas, papulopustulas acneitormes, furunculoides o
moluscoides. nodulos, placas verrugosas o zonas de hipodermitis. incluso con vesiculas, lesiones purpureas o
ulceras con bordes violaceos y dolorosos a la palpacion que pueden llegar a tejido celular y estan cubiertas de
costras o escaras, cicatrizan espontancamente o persisten con tendencia a fistulizar Por lo general hay fiecbre y
poco ataque al estado general, la evoluciaon es cronica, lenta, con remisiones parciales

DIAGNOSTICO

Estudio micolégico

Para ¢l examen directo se toma exudado de la lesion, se realiza con tinta ching diluida en agua (1°5) y <l
criptococo se demuestra facilmente como levaduras de 4 a 8 um de diametro, rodeadas por una capsula
mucoide de 1 a 10 um de cspesor y que no se colorea con la tinta china y semcja un espacio claro,
ocasionalmente hay scudofilamentos




También cs util el examen directo con KOH ayuda a destruir otros microorganismos, células y artefactos
que pueden confundirse con la levadura

Los cultivos deben dc realizarse a 32 a 37°C en medio Sabouraud u otros medios de cultivo sin
cicloheximida (actidione) que inhibe su crecimiento Para cvitar ¢ontaminaciones se usan medios con
antibioticos antibacterianos

En primocultivos las colonias sc desarrollan en 48 hrs, son blancas o amarillentas, lisas v brillantes, en cinco
a ocho dias toman aspecto mucoso, se escurren y recuerdan cl aspecto de leche condensada

Al examen microscopico de la colonia con tinta china se observan levaduras con su capsula. Si la cepa
produce capsulas pequefas se estimula su produccion mediante siembra en agar chocolate e incubacion a
37°C ¢n atmosfera de CO2

Crypiococcns no fermenta los azicares, asimila dextrosa, galactosa. maltosa v sacarosa  Es positivo para
ureasa. (Crypienc s _seoforn se diferencia de otras levaduras no patogenas del género (Crprococcus por
que utiliza galactosa pero no lactosa ni nitrato de potasio, crece a 37°C pero muere a 340 a 42°C

lencnccu HOCOCCUNS nenformans
No hay falsa filamentacion No hay falsa filamentacion

Fermentacion - -
Ureasa + +
Inositol + -+
Utilizacion:

Nitratos -
Maltosa +
Sacarosa +
Lactosa -
Galactitol -+
Crecimiento a 37°C +

as cada

TRATAMIENTO: Anfotericina B, 20 mg por dia durante 10 semanas o dosis pequciias y progres
dos a tres dias. con dosis total de t a 3 gr., es necesario hospitalizar al paciente durante su tratamicnto
Por via oral, S-tluorocitosina, 150 myg por kg, al dia en cuatro dosis, s¢ observa resistencia rapida a este
medicamento.
Por via oral se administra ketoconazol, 200 a 400 myg al dia. El itraconazol, 200 a 200 my al dia por
periodos mayores a un mes




Con el fin de ampliar ¥ actualizar ¢l tema de Dermarofitos. sc habla sobre su posible tratumiento

TRATAMIENTO.

El tratamiento contra las intecciones por hongos, data de cientos de anos, pero la terapeéutica efectiva

contra las micosis inicia a principios del presente siglo

En 1903 Beurmann y Gougerot utilizo el yoduro de potasio para iratar la Esporotricosis En 1907 Whitfield
utilizo compuestos oleosos contra micosis superticiales  Bn 1930 la swlfonanndas tueron reportadas por sus
propiedades fungistaticas, con una cficiencia limitada contra la Paracoccidiosis

En 1944 los benzimidazoles fueron los primeros azoles descubiertos, con actividad anumicotica
se pueden subdividir en imidazoles y triazoles

En 1951 Hazel y Brawn descubricron que el polieno Hamado sestctineg tenia un efecto antimicotico

En 1952 los benzimidazoles fueron sustituidos por los clorimidazoles ¢n forma de cremas con un bucn

efecto antimicotico
En 1956 Gold ct al

sistémicas
En 1958 se descubrio que [a yriscotulvina que es un antimicotico oral es efectino Ademas en forma topica

se vio Que actuaba bien, eliminando las onicomicoses v las dermatomicosis
En 1969 sc introducen los imidazoles, clotrimaczoles v los miconazoles

para 1977 sc introduce el ketoconazeol que e ef antimicotico mas usado actualmente
En los anos BO s seintroducen los triazoles que incluyen al itraconazol v tluconazol

lL.os azoles

reportaron que ¢l polienoe lamado Anfotericina B | tema un efecto contra las micosis

L.e siguio en 1974 los cconarzoles,

Clasificacion de agentes antifiingicos

POLIENOS MISCELANEOS JAZOLES ALILAMINAS MORFOLINAS
SISTEMICOS
Anforericina B Flucitocine INMIDAZOL Terbinatina Amotoltina
Nistatina Griseofulvina Miconazol
Yoduro de potasio Ketocaonazol
TRIAZOLES
Itraconazol
Fluconazol
TOPICOS
Anfotericina B - ESPECIFICOS INMIDAZOL. Terbinafina Amofolfina
Nistatina Ciclopiroxolamina Bifonazol Natlifine
Natamicina Haloprogin Clotrimazol
Tolnaftato Econazol
Ciloquinol Miconazol
O ESPECIFICO Ketoconazol
Solucion de Whittield Oxiconazol
Violeta de genciana Tioconazol
Tiosulfato de sodio Sulconasol
Propilen glicol TRIAZOLES
Terconazol H




e POLIENOS

Los polienos se caracterizan por ser un macrolidos unido a un éster o lactona Existen aproximadamente 87
diferentes polienos con un cfecto antibidtico y antimicotico De los cuales solo tres tienen efecto clinico
significativo que son: nistatina, anfotericina B y natimicina

A) Nistatina: Producida por ! Streptonnyces nurser v Strepptensyces clbicdis.

En forma topica es efectivo contra la candidosis cutane

»

B) Anfotericina B: Produ .
Blastomicosis. Coccidiomicosis. Mucormicosis,

Sc indica en la Candidosis. Aspergilosis,
Esporotricosis vy Paracoccidiomicosis, (micos

stémicas)

cnos e se une irreversiblemente el tarmaco con et ergosterol, el cual es
Lo que causa alieraciones en la permeabilidad de las

El mecanismo de_accion de los pol
el esterol principal de las membranas de los hongos
membranas de las células fungicas v posteriormente mucren

e MISCELANEOS

A) Flucitocine: Es una pirimidina fluorinada. que gencralmente es bien absorbida

Esta droga cs mctabolizada vy excretada principalmente por Ja orina
Este farmaco se usa en combinacion con la Anfotericina B en micosis sistémicas, como lo son-

Criptococosis, Candidosis v Aspergilosis

El mecanismo de accion es, mediante el efecto que tiene el Flucitocine sobre la enzima que desamina a la
citocina que contiene el hongo. lo que le causa una inhibicion en la sintesis del RNA. que a su vez provoca la
muerte del hongo

B) Griseofulvina: Fuc aislada del producto metabolico del Penicillium griseo-tulvin,

En 1958 se demostro su efectividad contra las dermatomicosis

I.a griscofulvina ¢s metabolizada por ¢l higado y excretada hasta en un 85%, por heces, aun despuds de
cinco dias

Esta indicado cn las dermafitosis, tifias del cabelio. no ex etectiva contra ninguna Carrdida spy . tambien se
le ha visto que tiene un efecto antiinflamatorio ¢ inmunomodulador, auxil ¢n condiciones reumaticas

Esta contraindicado en pacientes con alteraciones hepaticas o en casos de hipersensibilidad al farmaco. En
animales se ha visto un efecto teratogenico por lo que esta contraindicado ¢n nifo y mujeres embarazadas

El mecanismo de accion de la griscotulvina es! inhibiendo la sintesis de acidos nucléicos v deteniendo la
reproduccion cclular en la fase de metafase

e MISCELANEOS; AGENTES ANTIFUNGICOS ESPECIFICOS v TOPICOS.

A) Ciclopiroxolamina: Es una hidroxipiridona, que no ticne relacion con la famitia de Tos azoles o cualquier
otro agente antifungico. Esta indicado en dermatofitos. levaduras v Actinomicetos

Su mecanismo de accion es produciendo una interferencia primaria con producios que requiere para la

sintesis de la membrana celular.



B) Tolnaftato: Es un antimicotico sintético de tiocarmato, descubierto ¢ introducido en 1962
Actia contra cualquicr dermatofito. pero no tiene efecto sobre ninguna especie de Candida Esta indicado
en la tifa pedis, tida cruris, tifa manus

El mecanisma de accion en inhibiendo la esqualen hipoxidasa, con una acumulacion del escualeno en la

célula intoxicandola.

e MISCELANEOS: AGENTES ANTIFUNGICOS INES

PECIFICOS ¥ TOPICOS.

A) Ungiiento de Whitfield: Contiene 1260 de acido benzoico v 60%e de acido salicilico  Este compuesto
tiene un efecto fungistatico Se usa para climinar la denmatomicosis

No tiene un mecanismo de accion determinado. aunque hiene tn efecto queratobtico. causando descamacion
v queratinizacion epidermica

B) Tintura de Castellani: Es un compucesto de accion antibactenana compucesto de tintura de carbol-
fuccina, se uso en el vccema seborreico en ¢l tia pedis o pie de atleta interdigital v en la tida imbricada del
tropico

C) Violeta de geanc
antibactenial v antimicotico

na: Es usada para tratar las candidiasis cutancas v inucocutaneas. Tiene efecto

D) Acido undocelénico en sal de sodio. calcio 0 zinc, este compuesto tiene cfecto tungistatico v
astringente

E) Solucion de Propilen glicol-urea-icido lhactico: Con actividad antimicotica y queratolitica Es atil en
¢l tratamiento de Onicomicosis, dermatomicosis, infecciones por bacterias. mohos v levaduras. Es eficaz contra
la tifda versicolor

e AZOLES.

A) Clotrimazol: Imidarzol de amplio espectro, util para tratar las dermatomicosis vy las candidiasis,
orofarigea v vaginal
No esta indicado e¢n las micosis sistemicas, porque la administracion oral o parenteral, induce la produccion
de enzimas microsomales hepaticas, con lo que sufTe ¢l farmaco una degradacion acelerada v por tal métivo
ticne un bajo efecto antifungico

B) Nitrato de Miconazol: El modo de accion es similar a otros azoles
El miconazol es metabolizado por ¢l higado v eliminado en la orina  La forma farmacdéutica en que se
presenta os en' cremas, 6vulos, soluciones y unguentos

C) Ketoconazob: Fue ¢l scpundo antimicotico de ampho espectro despudés de la Anfotericina B, El
ketoconazol se metaboliza ¢n el higado

El ketoconazol puede atravesar la placenta y provocar graves riesgos al feto, yva que se ha demostrado que
es embriotoxico y teratogénico ¢n ratones

Se utiliza para dermatofito onicomicos
Paracoccidioimicosis, Cromomicosis) v Candidias

micos sistémicas (Histoplasmosis, Coccidioimcosis,
en una dosificacion de 200 a 400 mg. al dia

El_ mecanismo de accidon de los_azoles es. se une irreversiblemente el farmaco con el ergosterol, el cual es el
esterol principal de las membranas de los hongos Lo que causa alteraciones en la permeabilidad de las
membranas de las células fungicas v posteriormente mueren

7
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Con la introduccion de nuevos antimicoticos como la terbinetina, itruconazol, bifonazol y fluconazol Utiles
en el tratamiento de micosis superficiales v profundas, Ia terapeutica antifiinuica. tiene una mejor perspectiva a
futuro, cComao a cContinuacion s¢ expone

A) Terbinefina: Este medicamento ¢s dec la clase alilaminas activa por via oral v topica Se ha probado
su actividad in vitro contra un amplio rango de microorgamsmos, dermatotitos, mohos, levaduras

I.a dositicacion que se ha probado efectiva contra dermatofitos ¢s de 250 mg “ dia / por | a 2 mes
excelentes resultados

Por 1o que la terbinefina es un buen antimicotuco, con buena tolerancia v pocos efectos secundarios, sobre
todo es un tratamiento. corto es cficaz contra tifa pedis v tida ungium

con

El mecanismo de accion del farmaco, consiste en inhibir la enzima escualen hipoxidasa de la membrana del
hongo EIl bloqueco enzimatico c¢s resultado de la acumulacion intracelular del escualeno, lo que causa
alteraciones irreversibles de la membrana fungica

B) Bifonazol: Es un denvado imidazoheo. con gran actividad antirmicotica. contra dermatofitos, mohos,
honuos demateaceos, fevaduras, hongos dimorticos

Presenta ¢l mismo mecanismo de accion de esta tamilia de medicamentos, pues tambien interfiere con la
sintesis de esteroles a nivel de la membrana celular de los hongos Pero la principal diferencia es su mayor
permanencia en la piel. hasta 50 v 60 horas en comparacion con las 30 a 35 horas que permanece ¢l miconazol
o el clotrimazol en piel

La mejor via de administracion cs la topica. aunque también se esta utilizando por via oral

LLos resultados contra la. tifa corponrs, tifa cruris, tifa pedis. tifa manus. Pitiriasis versicolor. Candidosis
cutanea, otomicosis. etc es del 95%5 al 100°% Incluso en la Onicomicosts llega a curar en un 88 9%

C) Fluconazol: Es un farmaco de la tamilia de los azoles Ha sido utihzado en la climinacion de la
candidiasis de genitales, dermatomicosis, con una sola toma semanal. de 150 my / 2 a 3 semanas

Se usa en micosis profundas y en micosis opartunistas en pacientes con SIDA

Su potencia e¢s comparada con la Anfotericina B, pero sin los efectos secundarios de la misma

D) itraconazol: Es un tarmaco de la tamilia de los azoles Su mecanismo de accion es similar a otros
azoles,

Se utiliza para eliminar dermatomicosis, candidosis, micosis superticiales. micosis profundas y micosis
oportunistas.

Se usa de 100 a 200 myg / dia / 2 a 4 semanas, con una mejoria después de la primera semana y una

curacion total al 1érmino del tratamiento

33



OBJETIVOS
E
HIPOTESIS



Wi~

&

[P

N

OBJETIVOS GENERALES,

- Instaiar un laboratorio de micologia en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FES-Z)

- Dar a futuro servicio de laboratorio micologico. a la comunidad universitaria y publico en general.

- Crear un cepario y un museo de hongos de impornancia medica mas comunes en el area metropolitana de
la ciudad de México (dermatofitos)

- Producir material de apoyo

OBJETIVOS PARTICULARES.

Implementar, manuales de procedimientos para la instalacion de un laboratono
Formar, organizar y dar seguimicnto de un cepario de dermatofitos mas comunes en ¢l arca urbana y

suburbana de la ciudad de Mexico y de influencia de las chinicas multiprotesionales
Generacion de material de apoyo de dermatofitos para las areas afines, para los modulos que mancjan
hongos (MG-11, Biologia Médica. Agresion y Defensa 1 v Microbiologia para la carrera de Medicina 1° y 2°

afo), como los son diaporamas. laminillas fijas, cultivos. etc

HIPOTESIS.

Con el presente trabajo se pretende dar las partes para [a instalacion de un laboratorio de micologia en la
FES-Z.

En el laboratorio de micologia en la FES-Z. se espera producir material de apoyo. como 1o es un cepario. se
podra dar un servicio de micologia a la comunidad dc¢ influencia y con ¢sto crear fuentes de ingreso para la
universidad, asi como generar material de apoyo tanto teorico (manuales de tinciones, medios de cultivo)
como practico. cepas para el trabajo de laboratorios de estudio ¢ investigacion



MATERIAL
MATERIAL

Asas micologicas

Asas bacteriologicas

Bolsas de plastico calibre 200 y 300

Bisturies

Cajas Petri marca PYREX o KIMAX de 100X 15MM
Cubrebocas

Cubreobjetos

Mecheros Fisher

Mecheros Bunsen

Lamparasde L. U V.

Estanteria

Gasas

Pinzas

Guantes

Portaobjetos

Varillas en “V™

Tubos de ensayo con tapa de rosca de baquelita de 13X150
Tubos de ensayo con tapa de rosca de baquelita de 13X100
Tubos de ensayo sin tapa de 18X 100

Tubos de ensayo sin tapa de 13X100

Matraces de Erlenmeyer de 300, SO0 y 1000 mi
Pipetas de 1, 5, 10 ml

Balanza granataria marca OHAUS, capacidad 2610 gr
Microscopio optico

EQUIPO

1 Autoclave marca “AESA”, modelo CV-250, voltaje 127 VCA, ciclos 60, Hecho en México, NOM-1-

10644
1 Refrigerador marca AMERICAN tipo RC, modela RC 300

CANTIDAD

10 pzas.

2 pzas.

1Kg de c/u

3 pzas

200 pzas

1 paquete

20 cajas

-4 pzas

2 pras

3 pzas

-1 pzas de 250X 100 cm.
1 paquete

S pzas

10 pares

20 cajas

100 pzas

3 cajas de 100 pzas
3 cajas de 100 pzas
3 cajas de 100 pzas
3 cajas de 100 pzas
10 pzas de c/u

10 de ¢c/u

1 pza

t pza

1 Placa dc calentamiento con agitacion marca LINDBERG modelo 5310606, watts 530, volts 127

1 Horno marca DGESIC, modclo HS, volts 127, ciclos 50/60

1 Encubadora marca RIOSA. modelo EC. seric ECME, volts 127, amp

37°C

1 Campana dec extraccion marca SQUARE Hecho en México, clase 2510, tipo FGI, pero idealmente

1 Campana de flujo laminar marca Purifix Clean Bench. modeio LABCONCO

REACTIVOS

Azul de algodoén de lactofenol
Azul de anilina corregido.

MEDIOS DE CULTIVO

Agar dextrosa de Sabouraud

ot
iV

121-A_ ciclos 60/70, Temperatura a
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METODOS:
TIENTOS PARA INSTALAR UN LABORATORIO

1a. PARTE: REQUERI
DE MICOLOGIA MEDICA:

se debe realizar ta siguiente investigacion bibhiografica

a) Acopio de liografia referente
Investigacion de la documentacion, tramites de registros. documentacion que acredita al profesional a

b)
cargo. instalaciones. mobiliario. equipo ¢ instrumental, reactivos, etc  ante las diferentes instituciones
gubermamentales Para la posterior organizacion de un laboratorio de micologia medica

¢) Validacion de medios de cultivo, utilizados en el laboratorio de micologia

d) Manual de procedimicntos y bioseruridad

e) Recopilacion de textos v articulos referentes. a dermatotitos con el 1in de actualizar los conocimicntos

)  Aislar e Wdentificar los dermatotitos mas tfrecuentes, on el arca de influenza de ta FES-Z v hacer un cepario
1) Intercambiar muestras de dermatofitos con otras instituciones para de esta manera tener un cepario mas

completo para una mejor consulta
Recopilacion de muestras de personas de tipo  piel. pelo, ufas, frotis de area zenital

- LABORATORIO.

h)

2a. PARTE: DESARROLILO EXPERIMENTAL E

TOI\IA’Y PREPARACION DEL MATERIAL OBJETO DEL
ANALISIS
Con la toma del material se¢ puede intluir ya de modo decisivo en ¢l resultado del analisis' las muestras

contaminadas por gérmenes del medio ambiente dan resultados falsos positivos  Esto ocurre particularmente
cuando se remiten ufas extraidas enteras para su analisis. 0 cuando se anabizan tallos pilosos cortados en lugar

de raigones. o escamas cutaneas gruesas v Costras

Limpieza previa: la limpicsa previa v diaria de acuerdo con cl lugar de ongen El primer paso es la
limpicza mecanica. eliminandose escrupulosamente cualquier deposito, a fin de dejar al descubicrio el lugar
previsto para la toma de material, al margen del fenomeno patologico sospechoso y junto al tejido todavia
sano Sin embargo una impregnacion demasiado intensa. de la muestra con el alcohol dificulta ¢l crecimiento
del hongo Los materiales, que son objeto del analisis micologico son principalmente lo siguientes

PIEL
Obtencion del material: Primero se f
algodon) o con celulosa. impregnadas ligeramente con isopropanol del 7026, con a intensidad que permita la

region de la piel afectada. Se desprenden y se desechan las escamas gruesas, costras v particulas de piel
macerada, hasta que se encucntren al descubierto las escamas finisimas al margen del foco sospechoso De
una cuchara cortante estériles unas 30 a 30 particulas de

cciona ¢l foco sospechoso con una torunda de gasa (no emplear

éstas se raspan y recogen con un bisturi,
aproximadamente I mm cada una

Para recoger las particulas es apropiada la cara interior esiéril de la tapa de la caja petri Con ello se dispone
del matenial necesario tanto para ¢l analisis microscopico como para ef cultiv

PELOS
ial: En caso de sospecharse una infeccion del pelo por dermatofitos, han de extraerse
con cuidado con una pinza de depilar los raigones pilosos del margen de los focos. Se recomienda un namero
de 20 a 40. Una parte de cllos sc analiza microscopicamente en solucion de potasa, ¢l resto se siembra en

medios de cultivo



UNAS
Obtencién del material: Sc procede a la toma de la muestra de la ufli Las muestras s¢ toman en arcas en
fas que se encuentra tejido patologico en vecindad inmediata con tejido sano o directamente en ¢l medio de

cultivo

Paroniquia: En casos de paroniquia, ¢l material de muestra s¢ toma preferiblemente con un gancho
micologico estéril 0 con un asa de platino abierta estéril

FROTIS GENITAL

Vulva: Para ¢l examen se procede a pasar por la vulva un portaalgodon estéril o mejor aun una torunda de
gasa para obtener el matenal, que se extiende inmediatamente sobre el medio de cultivo Si se comprueban en
los organos genitales exteriores manifestaciones patologicas que hacen sospechar una dermatomicosis, ha de
seguirse la marcha indicada en el apartado “piel”

Pene: En ¢l caso del organo genital masculino, ¢l cultivo “por calco™ es ¢l metodo de cleccion Un medio
de cultivo preparado se apricta unas tres veces contra el glande. abarcandose tambien el prepucio Si en el
cuerpo del pene se observan impurezas que hacen sospechar una dermatomicosis, debe procederse en la forma
descrita baio “piel” ( 8 ).

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

EXAMEN DIRECTO

Es el mas comun de los procedimientos para la observacion microscopica de los hongos, tanto a partir de
productos bioldgicos como de su desarrollo en medios de cultivo A traveés del examen directo se establece et
diagnostico en la mayoria de las micosis. ya que la mortologia de cada hongo en cstado parasitario es, en
general, muy caracteristict. Es importante evitar los errores de interpretacion cuando se confunden las

estructuras fungicas con arntefactos diversos. (14).
Observacion microscépica directa de productos patologicos.

Cuando éstos son liquidos, basta agregar una gota de KOH al 15% ¢n un portaobjetos y una o dos gotas de
producto biologico por estudiar. se cubre la preparacion con un cubrcobjetos se observa directamente al
microscopio. En ocasiones s¢ les puede agregar a la preparacion una gota de algun colorante simple, para
colorear y precisar los elementos fungicos

Cuando los elementos patologicos son pelos o escamas, se depositan sobre ¢l portaobjetos dos gotas de
KOH a una concentracion de 15 a 20% o de lactofenol de Amman. para aclarar las estructuras tisulares s
destacar las células fungicas Se deja actuar el aclarante por S minutos v se observa al microscopio Se puede
preparar una solucion combinando 80 ml de KO con 20 ml de glicerina, para evitar la precipitacion rapida
de potasa y conscrvar las preparaciones durante un periodo mayor

La técnica del examen directo de escamas con cinta adhesiva transparente, para el diagnostico, consiste en
aplicar la superficie adhesiva, presionando un poco sobre las lesiones discromicas, después se pega la cinta
sobre un portaobjetos y se observa directamente al microscopio  También se puede agregar al portaobjetos
antes de pegar la cinta una gota de azul policromo para tedir los clementos fungicos
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Observaciéon microscépica de cultivos

Si se trata de cultivos levaduriformes, basta con tomar un fragmento de colonia y disgregarla en una o dos
gotas de agua, solucién salina o algun colorante. para observar la preparacion con el microscopio sc trata de
colonias filamentosas, hay que tomar con el asa micologica un tragmento del centro de la colonia y dilacerario
con la ayuda de una aguja de discccion, se agrega una o dos gotas de azul de alpodon, se deposita el
cubreobjetos y se observa al microscopio

FROTIS EIMPRONTA

Sc realizan cuando la observacion de los elementos tungicos no es clara siendo, por tanto, necesano tefir
los hongos para facilitar su observacion

Las improntas se claboran aplicando la superticie del portaohjctos sobre las lesiones por estudiar, cjerciendo
una presion moderada Cuando se trata de biopsias, ¢l material s¢ aplica sobre vanos puntos del pertaobjetos.
de tal mancera que quede el tejido adhendo a la superticie

Una vez que los frotis v las improntas se han secado al aire, se fijan con calor o alcohol metilico y se tiden
con las técnicas indicadas e¢n cada caso

TECNICAS DE MONTAJE

Tincion de pelos ¥y escamas: Generalmente €510s espedimences se procesan a traves de un examen directo v
las estructuras micoticas son ficilmente observables Sin embargo, cuando se desea colorearlos v conservarios
con fines de ensefanza o de ilustracion, se requiere una tecnica de montaje v es necesario pegarlos o adherirlos
al portaobictos antes de la tincion, para realizar con tacihdad el procedimiento tintorial elegido

Tgcnica Se pone una pequeila gota de albumina de Meyer sobre el centro del portaobictos limpio y
desengrasado. Extiéndase la gota hasta hacer una fina pelicula Se depositan los pelos o las escamas
parasitados y sc presiona ligeramente con una supertficic roma {(como ¢l mango de una asa micologica) Se seca
lentamente a la flama del mechero v se deja la preparacion toda la noche a una temperatura de 30 a 35 °C. Una
vez que estan bien adheridos los productos, se fijan con alcohol metilico. cubriendo la totalidad del
portaobjetos v dejando que se evapore totalmente Se inicia la tecnica de coloracion indicada v se monta con
resina sintctica

cnvar temporalmente preparaciones de

Montaje de preparaciones hamedas: Cuando se desea co
examencs directos, como dermatofitos en pelos v escamas, levaduras, o bien preparaciones de microcultivos
teflidos con azul de algodon, se recomienda hacer un doble montaje cubriendo ¢l espécimen por conservar con
un cubreobjetos de 15 X 15 mm, sc¢ sclla perfectamente los cuatro lados del cubreobjctos con bamiz de unas
transparentes y s¢ deja secar Posteriormente hay que agregar dos o tres gotas de resina sintética y aplicar un
portaobjetos de 22 X 22 mim., se limpia ¢l exceso de resina v ose deja hasta que seque  Estas preparaciones
deben de almacenarse en posicion horizontal, para que no se decanten los elementos fungicos v vigilarse
periodicamente para evitar su desecacion, agregando mas resina sintetica. evitando de esta manera que se
seque el liquido de montaje

TECNICA DEL TAPIZ

En las técnicas usuales, ia toma de muestra se hace gencralmente recogiendo fa muestra con ayuda dc un
bisturi o un raspador. para las lesiones pilares, los cabellos se extirpan con unas pinzas de depilar. Estas
técnicas no son de gran ayuda para la busqueda sistematica de dermatotitos u hongos queratinofilicos, o en
ausencia de lesiones clinicamente detectables, para las cuales se ha descrito esta técnica

El tapiz, es una técnica simple que consiste en frotar energicamente la superticie cutanea a estudiar con un
trozo de tapiz (alfombra o “moqueta™). que mide 6X6 cm, se le quitan los pelos cort La moqueta debe de
ser montada sobre una trama de fibras vegetales o animales

Los cuadritos de tapiz son remojados en agua durante -8 hrs, despuds de la
quitarle pegaduras, asperezas v productos insecticidas eventualmente presentes

ados en agua destilada para
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Luego se secan y se¢ envucelven en papel para ser esterilizados en autoclave una hora a 120°C, los cuadritos
entonces estan listos para usarse

Al momento de la toma, ¢l cuadro de tapiz se saca del papel y es frotado encrgicamente sobre la superticie
cabelluda a estudiar, debido a que su naturaleza v estructura realizan el efecto de un cepillo de pelos de
queratina bicn apretados, donde las propiedades clectrostaticas al ser frotados, también contribuyen a la
captura de esporas

Después de haber sido frotada la zona de Ja lesion ¢l cuadro se desplaza al interior de la caja de petri, ¥ se
ponc en contacto de 2 a 3 veces con ¢l medio de cultivo, postenormente se cierra la caja y se pone a incubar

Este medétodo ha permitido obtener aislamiento de diversos dermatofitos a partir de lesiones cutaneas, y los

resultados son superiores a los obtenidos por metodos clasicos

TECNICAS DE TINCION
En micologia las técnicas de tincion pueden ser simples, compuestas o especiales para la aplicacion en
técnicas de histopatologia la cleccion de la tecnica depende del producto que se va a procesar v de la finalidad
que se persiga al realizar ¢l procedimiento  Entre las técnicas de tincion mas empleadas se encuentran las
siguientes

ico

Azul de algodén de lactofenol cl

Es util para realizar el examen directo de cultivos, va que ©s una [ecnica rapida que permite visualizar las

estructura fungicas
La técnica consiste en depositar una gota de colorante sobre un portaobjetos y. sobre ella. colocar un
fragmento pequedo de cultivo por estudiar, dilacerandolo  perfectamente para poder hacer una buena
observacion. se coloca un cubreobjctos sobre la preparacion y se procedc a la observacion de la misma

Esta técnica de coloracion se puede aplicar a los microcultivos. en los cuales solo sera necesario aplicar una

gota de colorante entre el poria v ¢l cubreobjetos con el hongo
Con esta técnica tambieén se puede tefir preparaciones para conservacion a largo plazo, para ésto solo es

necesario scllar los bordes de la preparacion con bamiz de ufas transparentes

Férmula del colorante

Acido lactico 20y
Glicerina 40 g
Fenol en cristales 20g
Azul de algodon al 1%6 2 ml
Agua destilada 20 ml

Azul de algodon de anilina modificado

Sc utiliza para preparaciones de microcultivos, principalmente de dermatofitos; la técnica consiste en
agregar ¢l colorante en el portaobjectos y en ¢l cubreobjetos. de el lado donde se encuentra el crecimiento del
hongo, hasta cubrir totalmente ¢l portaocbjetos y ¢l cubrecobjetos Se deja la preparacion con exceso de
colorante por un tiempo de 23 a 48 hrs, para la penetracion del colorante a las estructuras fungicas.

Formula dcl colorante:

Solucion A:

Fenol liquido 20 ml.
Acido lactico 20 ml.
Glicerol 40 ml.
Agua destilada 20 mi.
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.En caso de querer conservar las preparaciones durante largo tiempo,

Si el fenol no es liquido, colocarlo en un matraz ¢n bafo Maria hasta que se funda

Solucion B
Azul de anilina 0 0S5 gr
climinar los grumons o precipitados de colorante

Mezclar ta solucion A con B v tiltrar para

NOTA: Otras tecnicas alternativas de tincion se encuentran en ¢l anexo |

TECNICA DE MICROCULTIVO, TINCION ¥V MON FAJE,

Técnica tradicional

En la base de una caja de Petri de 10 cm de diametro se coloca una vanlla de vidrio doblada en forma de
“\7* (caballete)

Sobre la varilla se fija el portaobjetos de 76 X 22 mm |
misma caja un cubreobjetos de 22 X 22 mm

Se esteriliza ef matenal durante 15 minutos a 15 libras de presion

Se prepara una caja de Petni con el medio seleccionado de aproaimadamente 3 mm de espesor

Se corta el medio en circulos de 1 5-2 cm de diametro X 0 5-1 ¢m de alto con ayuda de un tubo estérnil
Se coloca un circuto del de cultivo ¢n ¢l centro del portaobietos de la caja de Petri

Se inocula alrededor del circulo del medio (de 4 a 6 ocasiones) una pequeda porcion del hongo a estudiar
Se coloca el cubreobjetos sobre ¢l medio inoculado

Sc adiciona a la caja 10 ml de glicerina al 10%, teniendo cuidado de no mopar ¢! cultivo

Se incuba en la oscuridad durante 7 a 15 dias a 25 C

Sc climina la glicerina y se agrega formaldehido al 1024 por 30 minutos

Se retira el cubreobjetos v se coloca sobre el mismo portaobjetos en una de sus orillas laterales limpia

Se retira v desecha el fragumento de medio de cultivo del portaobjetos

Se cubre tanto cl portaobjetos como el cubreobjetos (con crecimicento de la muestra) con arul de algodén

con ayuda de cinta adhesiva Se deposita en la

de anilina modificado

Se deja reposar durante 4R hrs, cuidando que en este tiempo el eolorante no se seque

Una vez transcurrido este tiempo se inclina ¢l portaohjetos v el cubreobjetos, para eliminar todo el exceso
de colorante: y limpia con una seca los lugares donde no hubo crecimiento de el hongo cutdando de

no danar el mismo

se¢ hace lo siguiente Se coloca una
gota de resina sobre ¢l centro de la preparacion del portaobictos v se coloca encima un cubreobjetos limpio,
cuidando de no producir burbujas en la preparacian

A un portaobjctos limpio se le agrega una gota de resina (sintetica Si
cubreobjetos que tuvo crecimiento, cuidando de no producir burbujas

ma al 6O%s en xilol) v se cubre con el

reparaciones de manera mas rapida despuds del pasa 12, solo se tiene que
P

NOTA  En caso de querer las

agregar una gota de azul de algodon de lactofenol clasico tanto al cubreobjetos v portaobjetos. ¥ colocarles su

correspondiente portaobjetos v cubreobjetos himpios respectivamente
inmediatamente al microscopi

Y de esta forma se¢ podra ohsenvar
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MEDIOS DE CUL

Después de un examen en fresco, el especimen patologico debera ser cultivado Como ya se ha explicado, la
identificaciéon primania de los hongos depende del criterio morfologico. por tanto la morfologia. color o
produccion de conidios de la colonia fungica solo podra ser demostrada a través del crecimiento en cl cultivo
Es rccomendable para cfectuar, ¢l primoaislamiento del hongo a partir de un producto patologico, utilizar
medios de cultivo

Existen medios de cultivo para cfectuar ¢l prnimoaislamiento, los cuales tratan de ser mas selectivos al
adicionar antibidticos, como penicilina, estreptomicina, etc . o 1ener concentraciones bajas de antifungicos o
modificando el pH con ¢l objeto de inhibir ¢l crecimicnto de bacterias u hongos contaminantes

Es adecuado efectuar la incubacion del primoaisiamicnto a temperatura ambiente La incubacion a 37 °C se
recomicnda en posteriores cultivos v de preferencia en cultivos puros  Esta temperatura es usada para la
obtencion de las formas parasitanas tiempo de crecinuento variara segun el tipo de honeo  Las levaduras se
desarrollan en un periodo de 24 a 48 horas despues de la siembra, los hongos filamentosos, crecen de 2 a 3 dias
v, finalmente. la mayor parte de los hongos patogenos creven despues de 6 o 1S dus a partir de 1a siembra

Muchas veces la sola descripeion de la morfologia no avuda a efectuar fa determinacion de la especic,
debido a que se hace necesario conocer caractensticas bioquimicas v fisiologicas del organismo. para lo cual sc
han desarrollado medios de cultivo especiales para Ja determinacion generica o espeaifica de! hongo

La determinacion se logra gracias a los cambios que se producen en el cultivo., segun el tipo de desarrollo
que tenga el microorganismo en ese medic Todos los medios de cultivo, a excepaion del medio de tioglicolato,
deberan ser puestos en refrigeracion

MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO

Agar dextrosa-Sabourand (Sabouraud simple)

Es un medio utilizado para cl aislamiento. identificacion y mantenimiento de la gran mayoria de los hongos
patégenos. Su composicion es la siguiente

® Peptona 10 gr

e Glucosa 20 gr

® Agar - agar 20 gr

® Agua destilada 1000 ml
Procedimicriie:

1. Disuelva los ingredientes en el agua.

2. Sedcja reposar durante 10 minutos.

3. AjusteelpHa s o6

4  Se csteriliza durante 15 minutos a 121 °C

Para obtencr ¢l medio liquido, debera de prescindirse del agar.

NOTA: Medios de cultivo. de conservacion técnicas de conservacion en ¢l anexo 3
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RESULTADOS
1a. PARTE:

REQUISITOS Y DOCUMENTACION NECESARIA PARA INSTALAR UN
LABORATORIO DE MICOLOGIA MEDICA.

Organizacion:

La organizacion de un laboratorio micolouico debe de cubrnir dos grupos de requerimicntos para Hevar a
cabo sus actividades

® Requerimientos tecnicos
e Requerimentos legales

El objectivo general que se persigue desde ¢l punto de vista tecnico, es ¢l de efectuar determinaciones
exactas, precisas, reproducibles y confiables. Desde el punto de vista legal el laboratorio debe de estar
organizado de manera que en todas sus actividades, puedan cumplir con las disposiciones reglamentarias que
establece la ley en sus diferentes aspectos sanitarios, fiscales. de pesas y medidas laborales, etc

Debe de contar con un organigrama, en ¢l que se definan claramente tas tunciones y responsabilidades del

personatl integrante del laboratorio Por lo que a continuacion sc presenta un esbozo de organizacion general,
que puede adaptarse a las necesidades en un laboratorio de micologia

Direcciéon técnica:

Debe de estar encabezada por profesionales capacitados tanto técnica como administrativamente, que tienen
la responsabilidad de coordinar y hacer que sc lleven a cabo todas las actividades encaminadas al cumplimiento
de los requerimientos antes mencionados

Requerimientos téenico:

A fin de cumplir con cstos requerimientos. la direccion técnica deberia contar con las siguientes secciones

e  Personal Esta scccion sera la encargada de calificar, seleccionar v vigilar las acuividades del personal que
fabora en el laboratorio

* Reactivos, materiales, equipos ¢ instrumcntos Debera de cuidar ¢l manejo de reactivos, materiales,
equipos ¢ instrumentos

o [Investigaciéon técnica Se encargara de lo relativo a los métodas, la documentacion técnica. los métodos
de validacion y la actualizacion de informacion cientifica.

o Pr i de ras: Llevara a cabo todos los pasos necesanios para efectuar el analisis de las
muestras, desde su recepcion hasta la entrega de los resultados.,

e Seguridad: Vigilara ¢l cumplimiento de todas las disposiciones de scuuridad para la proteccion del
personal

o Garan de calidad: Se encargara de que se cumplan todas las disposiciones del programa de calidad. asi
como los procedimientos estandares de opceracion, validacion y control de calidad.

o Intendencia: Scra la encargada de llevar a cabo todas las operaciones de mantenimiento y limpicza de
laboratorio.




Requerimicentos legales
Los requerimientos son

® La reglamentacion sanitaria: Se eacargara de que se cumplan las diferentes reglamentaciones sanitarias
fijadas por la Secretaria de Salud

0 laboral: Comprende ¢l cumplimiento de las disposiciones de la Scceretaria de Trabajo v
Prevision Social v las del Instituto Mexicano del Seguro Sociat

e Regiamentacion del departamento de bomberos: Comprende las medidas de sexuridad exigidas por el
D D F através del departamento de bomberos

n ccologica: Son las indicaciones relativas a la proteccion del medio ambiente

e Reglamenta n fisca Incluye lo relativo a las disposiciones de materia fiscal de la Secretana de
Hacienda v Crédito Publico

Personal

E! laboratorio debe de contar con un organigrama actualizado en el que se definan claramente las funciones
v responsabilidades del personal asignado a cada area. contando con el sigutente personal
® Responsable sanitario: Debe ser un profesional del area
Director del laboratorio: Debe de tener una formacion profesional. cuvas funciones deben ser entre otras
fas siguientes
- Planear, or . gjecutar s controlar las actividades encaminadas al cumplimiento de los requisitos
técnicos v legales vigentes, descritos antenormente
- Coordinar las actividades det laboratorio a fin de asceurar una adecuada administracion de los recursos
humanos v matenales
- Reclutar, capacitar, evaluar, promocionar v sancionar al personal
- Establecer politicas v objetivos del laboratono v osupervisar el cumplimiento de los procedimientos
adecuados del laboratorio
e Responsable de seccidon: Debe de tener tomacion especitica en su area v sus funciones son
- Participar como auxiliar sustituto del director de laboratono
- Seleccionar la metodologia adecuada de acuerdo a los recursos materiales v humanos disponibles
- Distribuir adecuadamente el trabajo a fin de entregar oportunamente los resultados obtenidos.
- Efectuar la interpretacion y monitoreo de los resultados de acuerdo a los procedimientos establecidos, con
objeto de garantizar los resultados v cvitar la emision de los informes incorrectos
- Asegurar que halla un registro de datos v realice conforme a los procedimicntos adecuados del
laboratorio
- Establecer ¢l programa de calibracion, mantenimicnto y uso del equipo ¢ instrumentos a su cargo
- Verificar que sec cumplan las condiciones minimas de seguridad, prevencion v tratamiento de accidentes,
primeros auxilios y eliminacidn correcta de desechos
- Entrenar, capacitar. motivar ¥ supervisar al personal a su cargo
e Personal profesional analitico: Debe de tener la formacion protesional suficiente para desempedar
las funciones que le encomicnde ¢l responsable de la seccion donde labora, sus funciones son
- Efectuar los analisis de acuerdo a procedimientos operativos v mdétodos analiticos previamente probados
- Proponer modificaciones a procedimientos y metodologia que mejoren las condiciones establecidas
vigentes
- Responsabilizarse de los resultados emitidos
- Cumplir con el reglamento interno de trabajo y las condiciones de seguridad establecidas

e Personal auxiliar de laboratorio:
especificas, bajo la superv

Las personis son técnicos capacitados para realizar tareas

ion del personal protesional tal. que garantice la confiabilidad de tos resutiados

e Capacitacion de personal: Bl personal de nuevo ingreso  recibira  suficiente informaci
entrenamicnto para asegurar la confiabilidad de los trabajos que se le asignen.




e Evaluaciéon del personal: El laboratorio implementara un sistema de evaluacion de desempedo del

personal de acuerdo a sus actividades v funciones.

Instalaciones

Comprenden las areas de trabajo y todos los servicios auxiliares necesarios para el tuncionamiento de las
mismas, las instalaciones de las diferentes arcas de trabajo estaran inteuradas por los siguientes renglones
e Caracteristicas arquitecténicas:

- Superficic La superficie de cada area sera tal que permmita la instalacion de los cquipos ¢ instrumentos fijos
que requicran, dejando un espacio suficiente entre uno y otro a fin de que el personal transite, trabaje
comodamente v se puedan llevar a cabo con facilidad los servicios de limpicza v mantenimiento necesarios

- Venulacion lLas areas dceberan de estar bien ventiladas mediante accesos de aire colocados

estratégicamente
- Huminacion

desempefo del trabajo
- Acabados: En todas las arcas se prefteriran acabados hisos sininterrupcion de continuidad para paredes,

techos v pisos. las uniones de techos-paredes, pisos-paredes, paredes-paredes deberan de ser redondeadas con

L.as areas de trabajo tendran iluminacion natural v artificial adecuada para ¢l correcto

acabado sanitario
-

Se consideraran como tales las campanas de extraccion de gases. los hornos, las estufas, las autoclaves. las
campanas de flujo laminar

Nota: En ¢l area de microbiologia ademas de tener los cuartos limpto
autoclaves, estufas de cultivo, hornos, ¢tc, asi mismo en las zonas para autoclave debera de existir medios
adecuados de extraccion para ¢
e Servicios aux
- Energia cléctrica
- Agua y drenaje
- Gas combustible, oxigeno

- Aire acondicionado
Identificacion de lincas de servicios mediante un codigo de colores

se debera de tener zonas para

tar la acumulaciéon de calor

e Mobiliario
- Mesas
- Estantes
- Sillas
- Tarjeteros

e Zonas de tavado.
Cada una de las areas debera de contar con una zona propia de lavado y almacenamiento del material que

utilicen; la zona de lavado debera de contar con una zona de recepceion de material sucio que estara dividido en,
zona de recepcion de material utilizado para soluciones acuosas y zona de recepeion de material utilizado para
soluciones organicas. v debera de contar con una zona para la esterilizacion del material contaminado antes de
que éste pase a la zona de recepcion de material sucio

En el area de donde se Neve a cabo ol lavado, se contara con tarjas de acero inoxidable dotadas de
preferencia de servicio de agua caliente v fria Respecto al drenaje se debera de seguir los lineamientos oficiales

referentes al equilibrio ecologico

e Zona de secado.

e Zona de almacenamicnto de material limpio.

e Zona de almacenamiento de reactivos volitiles.

e Zons de almacenamicnto de reactivos no volitiles
o Zona de almacenamiento de instrumentos.
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h)

Area dc servicios administrativos.
Esta arca debera de tener las siguientes secciones

Seccion de recepcion y registro de muestras
Seccion de entrega de resultados de muestras
Biblioteca.

Archivo general técnico

Archivo de documentacion oficial

Seccion de compras y pago a provecdores
Contabilidad

Servicios sanitarios y casilleros

S i6n de mantenimiento y limpieza

Informacion general: sc conservara un registro de cada aparato en el que figuren:
Nombre y marca del equipo
Descripcion resumida.
Modelo, seric y fecha de adquisicion
Numero de inventario
Nombre del fabricante o representante
Compadia que proporciona servicio
Manuales. L.os cuales deben de comprender
- Instructivo de instalacion
- Instructivo de operacion
- Instructivo de reparaciones de urgencia.
- Instructivo de mantenimiento
- Instructivo de calibracién o verificacion de parametros
- Lista de accesorios de repucsto sugeridos
Registro de control de uso. que comprendera
- Fecha de utilizacién -
- Tiempo utilizado.
- Nombre de la persona que lo ocupo.
- Muestra anali

R.epone de anorrnahdadcs si las hubiera.

o de iento y control de fallas.

Registro de calibracion; que comprendera:
- Nombre del instrumento o equipo.
- Nimero de serie.
- Fecha de calibracidn y/o verificacion.
- Persona o compaiiia que efectuo la calibracion.
- Fecha de la proxima calibracion y/o verificacion
- Observaciones

Reactivos

Los reactivos que ingresen al almacén del laboratorio deberan ser claramente identificados con los

siguientes datos:

a)
b)
<)

Nombre quimico y calidad.

Numero progrcswo de adquisicion marcado en la tapa y en el frasco.

Fecha de adquisicion.

Para cada rcactivo se llevara un registro en el que aparezcan los siguientes datos: identificacion y registro

de movimientos en que se consigne. fecha, cantidades y saldo.
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Los reactivos quimicos scran almacenados en estantes abiertos, en un local ventilado y fresco, separando
aquellos cuya evaporacion o sublimacion pueda resultar contaminante para los demas reactivos, los solventes
flamables, seran almacenados en lugares trescos, separados del resto de Jos reactivos v alejados de mecheros,
contactos y de todo lo que pueda provocar una ignicion, los reactivos volatiles se deben almacenar en
refrigeracion

Las soluciones reactivo deberan de tener una etiquceta en el traxco la cual debe de contener
a) Nombre del reactivo
b) Concentracion expresada en P/, V7
c) Fecha de preparacion
d) Nombre del preparador

Las soluciones deberan estar contenida en fruscos adecuados, protegidos de la luz, de 1a evaporacion y de
todo aquello que pueda hacer variar su integridad Dcberan de estar almacenadas en forma de que se preserven
de posibles alteraciones, asi mismo deberan de poseer fecha de caducidad

n
~
[

Medios de © o

Identificacion
a) Nombre quimico y calidad
b) Numero progresivo de adquisicion marcado en ks tapa v en ¢l frasco
c) Fecha de adquisicion
Almacenamiento Se almacenaran aislados de los demas reactivos, en las condiciones de almacenamiento
que indique el fabricante
Verificacidén _de calidad A cada medio de cultivo adquirido se le efectuaran las siguientes pruebas como
minimo
- Promocion de crecimiento para microorganismos especiticos al medio
- Determinacion de sensibilidad
- Determinacion de pH antes y después de estertlizar ¢l medio Se recomienda disefar estudios cualitativos
¥ cuantitativos para ¢l control de medios selectivos v diferenciales
Preparacion _del_medio El preparador tlevara un registro del medio de cultivo en el que apareceran los
siguientes datos
a) ldentificacion del medio
b) Mctodo utilizado
¢) Pecsadas
d) Calidad del agua destilada
e) Control de esterilizacion
) Preparador
8) Fecha de preparacion
h) Observaciones si las hubiera, como precipitacion. caramelizacion, etc

Cultivos micolégicos (cepas).

Identificacion: Las anteriores, adicionando el origen de la cepa
Almacenamijento: Todas las cepas deberan ser almacenadas en condiciones tales ue se garanticen sus
condiciones de actividad y pureza.
Control: Cada cepa que se adquiera debera ser verificada mediante tinciones, microscopia y los resultados
registrados con los siguientes datos:
a) Identificacidn de la cepa.
b) Meétrtodos de control.
c¢) Pruebas y resultados.
d) Analista
¢) Fecha de analisis.
Resiembra: Cada cepa sera resembrada con la periodicidad que indique la bibliografia correspondiente
Asimismo. se llevara un registro del numero de resiembras asi como los resultados de control después de
una incubacion correspondiente.
Liofilizacidon - De acuerdo a las necesidades del laboratorio las cepas pucden ser sometidas a este proceso
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Procesamiento de_mucstras

Las muestras que reciba el laboratorio se someteran a un proceso que consta de los siguientes pasos:
Recepgion y registro Constara de una zona especifica de recepcion de mucestras y se llevara un registro de
éstas con los siguientes datos
a) Numero consecutivo de entrada
b) Fecha de entrada.
¢) Nombre de quicn solicita el analisis
d) Nombre de la muecestra
e) Descripcion fisica de la muestra
) Prucbas so adas
Almagenamignto previo al analisis Micntras la muestra permanece en espera de la orden de analisis, debera
ser almacenada en una zona dclimitada y designada para ¢l efecto en condiciones que no permita la alteracion
de la muestra
Qrden de analisis' El responsable o la persona que éste designe, examinara la ficha de registro de entrada y
determinara a qué analista corresponde cjecutar cf trabajo. al efecto emitira una orden de analisis que constara

de los siguientes datos
a) Identificacion de la muestra
b) Solicitante del analisis
c) Pruebas a realizar
d) Analista a quicen designe el analisis
¢) Fecha v firma de la persona que emite la orden de analisis
Anilisis Debera de haber una libreta de trabajo en la cual debera de existir los si
a) Solicitante del analisis
b) Pruebas solicitadas
c¢) Fecha enla que se inicia el analisis
Informe_analitico Al terminar el analisis €l analista debera de redactar un informe el cual contendra lo
siguiente:
a) Resultados obtenidos
b) Anexos como lo pueden ser fotos, etc
c) Fecha y firma del analista.
d) Fecha y firma del responsable del laboratorio.

ruientes datos

Documentacién general v archivos.

En forma indicativa se sugiere que el laboratorio cuente de manera facilmente accesible con los siguientes
documentos
a) Licencias y responsivas sanitarias.
b) Documentacidon necesaria para cumplir con los demais requerimientos legales.
¢) Manual de procedimientos de validacion.
d) Manual de procedimientos de control de calidad.
e) Manual de auditorias de calidad
f) Registro de resultados.
&) Registro de métodos
h) Registro de calibracion de instrumentos y equipo

Todos los métodos. documentos ¢ informes seran escritos en forma clara y empleando ¢l vocabulario mas
sencillo posible.

En los documentos gencerales se seilalaran el objetivo, antecedentes, alcance y responsabilidades pertinentes.

Cualquier modificacion o cancelacion de un documento general o de un método sera aprobada y firmada
por una persona de reconocida autoridad dentro de i1a organizacion.

Los documentos se archivaran por grupos que reunan informacion semejante. Asimismo se archivaran los
informes dec los analisis practicados

Los demas documentos se mantendran archivados por ¢l tiempo que fijen los requerimientos legales y

técnicos ( 12).
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REQUISITOS DE LA NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL.-1994.

Objeto: Esta norma oficial mexicana establece los requisitos para la clasificacion, separacion. envasado,
almacecnamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos peligrosos biologico-
infecciosos que se generan en cstablecimientos que presten atencion medica. asi como laboratorios clinicos.
laboratorios de produccion de¢ biologicos, de enseflanza y de investigacion tanto humanos como veterinanos

Definiciéon: Residuo  peligroso _biologico-infeccioso El que contiene bactena, virus u  otros
microorganismos con capacidad de causar infeccidon, o que contiene toxinas producidas por microorganismos
que causan efectos NOCIVOS a seres vivos v al ambicente, que se genera en establecimientos que presten atencion
médica. tales como hospitales ¥ consultorios meédicos, ast como laboratorios clinicos, laboratorios dc
produccion de biologicos, de enscianza v de investigacion tanto humanos como veterinanos

Clasificacion de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos: Para cfectos de esta norma
oficial mexicana. ademas de los establecidos en la NON-CRP-001-ECOL. sc consideran residuos peligrosos
biologico-infecciosos los provenientes de
* La sangre

e Los productos derivados de la sangre

* Los materiales con sangre

e Los anteriores materiales, aun cuando se hayan secado, incluyendo el plasma. ¢l suero v los derivados de la
sangre, asi como los recipientes que los contienen o los contuvieron

e Los cultivos y muestras almaccnadas de agentes infecciosos

e La produccion de biologicos

e Los patologicos

e Los tejidos, organos, partes vy tluidos corporales que se remueven durante las necropsias, la cirugia o algun
otro tipo de intervencion

® Llas muestras para analisis

e Los cadaveres de animales o partes de estos

® Los no anatémicos derivados de la atencion a pacientes y de los laboratonos

e La cirugia y necropsia.

e Las terapias y unidades coronarias

® El equipo, material y objetos contaminados durante la atencion a pacientes

» Los equipos y dispositivos desechables utilizados para la exploracion y toma de muestras de laboratorio,
COMO rectoscopios, O1OsCopPios. espejos vaginales y similares

® Los objetos punzocortantes usados

Los que han estado en contacto con pacientes durante el diagnostico y tratamiento, incluyendo navajas,
lancetas, jeringas, pipetas Pasteur, agujas hipodérmicas, de acupuntura y para tatuaje. bisturies, cajas petri.
cristaleria entera o rota. porta y cubre objetos, tubos de ensaye y similares.

Manejo: Los hospitales y establecimientos de atencidon médica deberan cumplir con las siguientes fases de
manejo de sus residuos peligrosos biologico-infecciosos
ldentificacion de los residuos y de las arcas donde se generen.
Envasado de los residuos generados.
Recoleccion y transporte interno
Almacenamicnto temporal
Recoleccion y transporte externo
Tratamiento.
Disposicion final
Identificacion y envasado
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ablecimientos que

Se deberan separar y envasar todos los residuos peligrosos generados en hospitales y es

-
presten atencion meédica, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas v biologicas-infecciosas conforme a la
tabla siguicnte

TIPOS DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADO CODIGO DE
- COLORES
Residuos sétidos Bolsas de plistico Rojo

Q-ngre. cultivos y mucstras

de calibre 200

infecciosos; y residuos no
anatémicos derivados de 1a
atencién a pacientes y de los

Iaboratorios Recipientes
Residuos liquidos herméticos de Rojo
metal o plastico
Punzocosrtantes Residuos solidos Recipicnte rigido Rojo
de metal o de
co
Patologicos Residuos liquidos Bolsas de plistico Amarillo
Resid alid libre 300

Recipientes
herméticos de
metal o de plistico

L.as bolsas deberan ser de polictileno ¢ impermeables, de calibre minimo 300 para los residuos pa(oloblcos v
de 200 para los demas, de acuerdo al color especificado en la tabla anterior de esta norma oficial mexicana

Las bolsas se llenmaran al 80% de su capacidad. cerrandose antes de¢ ser transportadas al sitio de

almacenamicnto temporal

Los recipientes de los residuos peligrosos punzocortantes deben de ser rigidos, de plastico o de mctal, con
tapa de seguridad o cierre hermético. ctiquetados con una leyenda que indique “PELIGRO, RESIDUO
PELIGROSO PUNZOCORTANTE BIOLOGICO-INFECCIOSO", v marcados con el simbolo universal
de riesgo biologico
Los recipientes de los residuos peligrosos liquidos deben de ser mnigidos. de plastico o metal, con tapa
hermética, etiquetados con la  leyenda que  indique “PELIGRO., RESIDUOS BIOLOGICO-

INFECCIOSOS” v marcados con ¢l simbolo universal de riesgo biologico con un rotulado de peligro

Recoleccion y transporte interno:
Sc¢ destinaran carritos manuales de recoleccton
almacenamiento

exclusivamente para la recoleccion vy deposuo en ol

* Los carritos manuales de recoleccion se desintectaran diariamente con vapor o algan producto quimico que

garantice sus condiciones higiénicas
Los carritos manuales de recoleccion deberan de tener la leyenda “USO EXCLUSIVO PARA RESIDUOS
PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS" y marcado con ¢l simbolo universal de riesgo biologico

El diseio del carrito manual recolector debera prever la scguridad de 1o sujecion de las bolsas v
contenedorces

Los carritos manuales de recoleccion no deberan rebasar su capacidad de carga durante su uso

No podran utilizarse ductos neumaticos o de gravedad como medio de transporte interno de los residuos

peligroso biologico-infecciosos, tratados o no tratados

Se¢ deberan de establecer rutas de recoleccion para su deposito ¢n el aln\dccn temporal,
El equipo minimo de proteccion del personal que efectaa la recolec ra ¢n uniforme completo,

guantes y mascarilla o cubreboca. Si se mangjan residuos liquidos se deberan usar antcojos de proteccion.
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Almacenamicnto temporal.

e  Se debera destinar un arca para ol almacenamiento temporal de los residuos peligrosos biologico-

infecciosos

e Los residuos peligrosos biotogico-infecciosos deberan almacenarse en contenedores

e l.os contencdores deberan de see de color 1ojo v estar rotalados con ¢l simbolo internacional de “Rieszo
biolagico™ v con la levenda “"PELIGRO., RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS™ )
color rojo no podra utilizarse ¢n los contenedores de residuos no peligrosos

-

El perniodo de almacenanenmo g temperatura ambicente no debera exceder
putrefaccion de los musmaos, sin exceder de 4 dias en total

s 24 horas, a4 menos que ocurta

Area de almacenumicnto temporal.

® Decberda estar separada de las

siguientes areas  de pacientes, visitas, ¢ocina, comedor,

instalaciones
sanitanias. sitios de reunion, areas de esparcimiento. oficinas, talleres y lavandena

e Estar ubicada donde no haya riesgo de inundaciones

e Contar con extinguidores de acuerdo al nesgo asociado

e Contar con pisos sellados ¢ impermeabitizados

e Contar con muros de contencion para detener derrames

e Contar con letteros, sefalamientos alusivos a la peliwrosidad de los mismos, en lugares v 1ormas visibles

e Contar con una pendiente del 2%0 en sentuido contrario a la entrada

® No deberan de existir conexiones con drenaje en el piso, valvulas de drenaje, juntas de expansion, albafales
o cualquier otro tipo de abentura que pudiera permatir gque los bguidos fluyan tuera del arca protegida
Recoleccian y transportec eaterno.

e Solo podran recolectarse los residuos que cumplan con e envasado, embalado s etiquetado o rotulado

e Los residuos peligrosos biologico-intecciosos no deberan ser compactados durante su fecoleccion y
transporte

e El vchiculo recolector debera utilizarse antcamente para ¢l transporte de este tipo de residuos vy al
concluirse la jornada debera lavarse v desinfectarse

e No deberian de mesclarse con ningun otro tipo de residuos municipales o industriales A
Tratamiento: l.os metodos de tratamiento previstos en esta norma oficial son la incineracion v la

esterilizacion

E! tratamiento podra realizarse dentro del establecimiento o por una empresa autorizada para la prestacion
del servicio para el manejo de residuos peligrosos

Los residuos patologicos deberan incinerarse o depositarse en celdas de continamiento

Los hospitales v establecimientos que presten atencion medica deberan de presemtar su programa de
contingencias en caso de derrames. fugas o accidentes relacionado con €l manejo de c¢sios residuos

izagcion  Los hospitales tablecimientos de atencion medica que esterilicen sus residuos peligrosos
biologico - infecciosos se realizara de acuerdo i la siguicnte tabla

Parimetros inicinles de operacion ~
Tipo de autoclave ]&% Temperatura Presion Tiempo de
! resistencin
k °C We./cm2 Min.
Por_gravedad 121 ¥ 1.20 - 1.27 90
Alto vacio 132 b 1 90 - 225 45
Retorta 130 - 204 Y 250-21.10 25

i
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pruebas de monitorco biotlogico, que se indican a continuacion

-
=>
=>
=4

autoclave sc climinaran como residuos no peligrosos

Los parametros de operacion s

tablecidos en la anterior tabla, s¢ podran modificar de acuerdo con las

Monitoreo
Pruebas de esterilizacion

Se realizara un indicador biologico que seran las esporas de Bacillu, varagthermophilis

L_a instalacian que utilice este métado debera efectuar por lo menos 10 testigos y siempre que se realicen
modificaciones a la composicion o volumenes de residuos tratados

Las capsulas con ¢l indicador bhologico deberan colocarse dentro de bolsas que
verificar que el vapor ha penctrado a los sitios de mas diticil acceso

En e} caso de las prucbas de momitoreo biologico resulten positivas, se efectuaran las vanaciones de los
parametros iniciales de tiempo, temperatura y presion, revisando la forma en que estan envasados los
residuos hasta que la prueba de monitoreo biologico resulte negativa

Los resultados de estas pruebas deberan quedar registrados
Debe de llevar un registro de cada tratamiento. indicando los siguientes datos, ast como aquetlos otros que
la autoridad determine techa, volumen v tipo de residuos, tiempo de tratamiento, temperatura, presion de
1a autoclave, en su caso los resultados de monitoreo, asi como ¢l nombre,
responsable de la esterilizacion

contienen los residuos para

en una bitacora

cargo y firma de persona

Disposicion final: Una vez tratados los residuos pe

rosos biologico-infecciosos por el mectodo de fa
s, los tratados con el meétodo de esterilizacion deberan

triturarse y someterse a un proceso que los hayga irreconocible

La disposicion final de los residuos peligrosos biologico-intfecciosos sin tratamiento deberan confinarse

transitoriamente a una celda espeaial para la disposicion de residuos peligrosos biologico-infecciosos después
del plazo establecido por la norma oficial mexicana

Celda cspecial para la

[4 ion de residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

Seleccién del sitio:

Profundidad de! manto friatico  Protundidad vertical mavor de 15 m del nivel triatico
Zona de recarga Debera estar ubicada a una distancia mavor de | km
rtecarga de acuiferos o tuentes de abastecimiento de agua potable

Ubicacion con respecto a la zona de fracturacion [Debera ubicarse a una distancia horizontal de 100 m
como minimo del limite de la zona de tracturacion o falla biologica

v aguas abajo de las zonas de

Caracteristicas de los estratos del suclo Se deberan conocer a traves de un estudio geofisico, aplicandolo
hasta una profundidad de 120 m

Caracteristicas del suclo Debera reunir condiciones tanto de impermeabilidad como de remocion de
contaminantes. representadas éstas por el cocticiente de permeabilidad de 1 X 10 a 1a menos cinco cm/seg
¥ por la capacidad de intercambio cationico de 30 meg/ 100 gr de suelo

Material para cobertura Como minimo con un 25% de material de cubierta en relacion al volumen de los
residuos a disponer diariamente

Ubicacion con respecto a cuerpo de agua
cuerpos de aguas y corrientes naturales
Ubicacion con respecto a centros de poblacion v vias de acceso’ A una distancia mayor de SO0 m del area
urbana, a una distancia mayor de 70 m de las vias de comunicacion terrestre, a una distancia mayor de 3
km. de areas naturales protegidas ¥ aeropucertos, asi como respetar ¢l derecho de via de 20 m de cada lado
de lineas de conduccion de energia eléctrica. oleoductos, poliductos, peseoductos v a una distancia mayor
de 150 m de dreas de almacenamiento de hidrocarburos

Topografia: La pendiente media en la base del terreno natural del sitio no mayor del 30%%6

Limitacion: No se podra operar en un sitio destinado en zona fracturada.

Estudio geofisico: Para determinar la estructura, zonas v capas acuiferas. asi como la diferencia entre
materiales permeables ¢ impermeables y fijar espesores y posicion de unos y otros, etectuando sondeos

cléctricos verticales a una profundidad de 120 m, su nimero estara en relacion a las hectareas con que
cuenta el sitio

A una distancia mayor de ¥ kmi de las zonas de inundacion,




e Estudio geohidrolouico Para conocer la protundidad o i que se encuentra el agua subterranea. asi como la
direccion, velocidad del escurrintiento, o flujo de la mismi v su composicion guimica

® Pozos de monitorco para liniviados Los sistemas de monitoreo para lixiviados deberan de contar con 2
pozos de muestreo situados, uno en la direccion del lujo de las aguas subterrancas a 150 m antes de llegar
al sitio v otro a 150 m aguas abajo del sitio

Construccion de ta celda

e La celda debera ser impermeabihzada artificialmente en las hases y los taludes, con objeto de evitar ¢l flyjo
de lixiviados

e Sec utilizaran membranas de polictileno de alta densidad. con un espesor mimmimo de | S mm

e La construccion de la celda debera contar con los sistemas de capacitacion y de monitoreo de lixiviados, asi
como de biogas

e Dcbera de contar como minimo con las siguientes obras complementanas bascula, cerca petimetral, caseta
de vigilancia. drenaje pluvial v sefalamientos

Monitoreo y control

e Se debera de realizar un monitoreo en las aguas subterrancas cada 6 meses para verificar la presencia de
lixiviados

e Cuando como consecuencia del monitoreo se detecte ta presencia de lixiviados, estos deberan extraerse de
los pozos correspondientes para su analisis. tratamiento v posterior continamiento. conforme a las normas
oficiales mexicanas correspondientes

® Los operarios de las celdas deberan contar con ¢l equipo de proteccion personal que establezcan las
disposiciones aplicables v las normas oficiales mexicanas de seguridad correspondientes

e Sc debera contar con un programa de atencion a contingencias, desarrollado especificamente para casos de
contingencias v desastres que pudicera ocurrir en las instalaciones v al realizar cualquiera de las actividades

propias dc la operacion ( 13 ).

MEDIDAS DE SEGURIDAD INTERNAS EN EL 1.ABORATORIO

Como otros laboratorios clinicos, fos de micologia medica no estan exentos de accidentes de trabajo, sin
embargo. €stos pueden reducirse al minimo si se observan las mas elementales normas de seguridad y
prevencion de los mismos; los cuales debera de conocer el personal a través de programas de adiestramiento.

En los siguientes apartados se hara hincapie en algunas medidas de segundad v procedimicntos adecuados
para aplicar en casos de accidentes. asi como en algunas normas para clevar la calidad en ¢l trabajo de
laboratorio

RIESGOS DE LABORATORIO

A pesar de que la mayoria de los hongos patdgenos representan un riesgo para ¢l hombre, solamente (7
mmmitis, . brasilicnsis, H. capsularum y B. dermasnindis se consideran altamente patogenos, por lo que deben
manipularse extremando los cuidados v utitizando campanas de seguridad biologica de flujo laminar

Si no se dispone de este equipo. se debe desintectar Ia mesa de trabajo. evitar las corrientes bruscas de aire
y utilizar dos mecheros. Los tubos de cultivo con desarrollo de colonias se incuban a 26 °C, y sc anotan la
fecha de la siembra sin manipularios ¢n exceso hasta la fecha de lectura. Los hongos de alta patogenicidad se
incuban en un lugar diferente al del resto de los cultivos, de preferencia en cajones para cste fin, de tal manera
que al abrirse el cajon se pueda observar el desarrollo fungico sin tener que manipular los medios.

n
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Al terminar de sembrar las muestras o resembrar estos hongos, se desinfecta ¢l area de trabajo con alcohol
al 96% o con fenol al 5% Sc debe lavar las manos con agua y jabon y evitar llevarlas a los ojos o a las mucosas

externas. No debe trabajarse con hongos, especialmente con los de micosis subcutancas. si se tienen heridas o
excoriaciones en las manos

Una vez que se desechan fos cultivos, se esterilizan en autoclave a 20 libras de presion durante 60 minutos
antes de lavarlos o depositarios en el incinerador

En caso de ruptura de tubos con hongos altamente patogenos, se informa al resto del personal de laboratorio
para que lo abandonen de inmediato Posteriormente hay que humedecer una toalla con suficiente agua para
depositarla sobre ¢l matenal roto ¥ los fragmentos de cultivo, se recoge ¢l matental, v se repite el mismo
procedimiento con una nueva toalla humedecida hasta dejar completamente limpia la superticie, lucgo se
desinfecta con tenol al 15% . Todo el material contaminado debe esterilizarse

Las personas que han sido expucstas a estos accidentes seran vigiladas clinicamente durante varias semanas
para detectar. en caso de contagio. cualquier sintomatologia atribuible a algunas micosis Se le practicaran
reacciones seroldgicas y prucbas intradérmicas para vigilar seroconversiones o intradermorsreacciones positivas

Uno dc los problemas mas frecuentes en los laboratorios de micologia medica es la contaminacion de
cultivos v matcriales por los llamados hongos contaminantes, por lo que la limpiesa constante v adecuada de
todas las arcas de laboratonio deben de extremarse y realizarse. por lo menos cada semana Al mismo tiempo
son importantes las siguientes medidas que deben de ser cumplidas estrictamente en ¢} laboratono

No comer ni beber dentro del laboratorio
No fumar dentro del laboratorio

No tener plantas naturales.

Llevar ropa de trabajo limpia

Evitar corrientes de aire

JouBuy

No permitir la entrada a visitas 0 personas extrafas al laboratorio.

RIESGOS DE MATERIAL Y EQUIPO

Para evitar los accidentes, incendios, quemaduras o inhalacion de productos toxicos. deben de ser
observadas las siguientes medidas de seguridad

No usar ropa de vestir ni de trabajo hecha con materiales 100%6 sinteticos

2. Hacer revisiones y mantenimiento periodico del cquipo clectromecanico. como motores, centrifugas,
agitadores, etc

3 Tener fuera del laboratorio una area de almacén de reactivos, medios de cultivo y materales diversos,
almacenando los frascos de alcohol, acidos y alcalis sobre tarimas en ¢t suclo

4. Manipular los productos quimicos, como causticos. corrosivos, inflamables o venenos, con guantes de
seguridad

5. Depositar la basura en recipientes cerrados separando los materiales no contaminados v depositar estos
ualtimos en cubetas de lamina para esterilizarse antes de lavarse o desecharse

6. Tener una regadera de presion para casos de quemaduras por acidos o alcalis

7. Usar pipetas automaticas.

8. Tener disponibles guantes, cubrebocas y protectores de cara para manejar inhalantes toxicos o corrosivos

9. Tener dentro del laboratorio un extinguidor para tuego producido para madera o papel v otro para fucgo
cléctrico o de quimicos alcohol o benceno.

10

Disponer de una manta automatica para cubrir totalmentc a la persona en caso de quemaduras
11. Tener un botiquin de primeros auxilios. que ademas contenga soluciones neutralizantes de acidos y alcalis,
como bicarbonato de sodio al 55% y acigo borico al 3% respectivamente. Estos deben de ser aplicados
sobre las mucosas o la piel afectada. previo lavado con abundante agua
Extremar las precauciones de almacenamiento y mancio de tanques de gas. poniéndolos en lugares bien
ventilados y no accionando sin necesidad las valvulas, probar éstas con jabonadura peridodicamente.

»
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Los lugares de circulacion del personal en el laboratorio deben ser de! tipo de los corredores sin fin, para no
quedar atrapados en caso de accidentes Se debe disponer de salidas de emergencia

Los animales de experimentacion no deben de entrar ni de permanccer en los laboratorios, para cllo es
conveniente disponer de bioterios v salas de manejo de animales, que guasrden todas las normas sanitarias v
garanticen 1a buena marcha de los experimentos

Tener un lugar visible de tetéfonos de emergencia, talleres de mantenimiento v cuerpo de gobierno de ta

institucion.

TUESTRAS DE ALTO RIESGO

NEJO DE !

Se consideran muestras de alto riesgo aquellas que proceden de pacientes con diagnostico comprobado de

hepatitis viral tipo B, SIDA, o dc otras enfermedades infectocontagiosas como tuberculosis, de las cuales se
mencionan a continuacion las principales medidas recomendadas por la OMS y ¢! Cenier for Diseases Control
(CDC) para la prevencion de infecciones accidentales en ¢l personal del laboratorio

Y -

Nk
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Lavarse las manos antes v despuds del contacto con los pacientes

No reutilizar las jeringas y agujas después de sangrar o puncionar a los pacientes

Desechar jeringas. agujas. recipientes, frascos. gasas v todos los utensilios empleados en la toma y manejo
de las muestras, envolviéndolos en papel resistente v cerrando pertfectamente ¢l paguete con cinta adhesiva
antes de esterilizarlos o incinerarlo

Uso de guantes desechables. cubrebocas v bata cerrada

Uso de lentes o mascarillas si hay riesgo de salpicaduras o contacto con algun acrosol de los pacientes
Pipetco mecanico de los fluidos patologicos

Desinfectar ¢l lugar de trabajo donde se procesan las muestras con hipoclorito de sodio al 0 5%, formol al
20% o con tenol al 520, antes v despudés de usarlo

Manecjar las muestras y el material empleado con movimientos lentos v seguros para evitar tirarlos v
ocasionar punciones accidentalcs o cortaduras FEn caso de producirse heridas, éstas deberan lavarse
enérgicamente con agua y jabon antiséptico v ar al accidentado con reacciones serologicas periodicas
Muchos autores no recomicendan ctiquetar en forma especial las muestras de pacientes con SIDA, en vista
de que todas las muestras patologicas deben ser manejadas con extremo cuidado. sin embargo, la falta de
esta etiqueta podria causar una falsa confianza en ¢l manejo de la muestra

PRECAUCIONES QUE DEBE TENER EL PERSONAL DE LABORATORIO

Mientras se trabaja con material potencialmente infeccioso, se debera usar bata o unitorme de laboratorio.
Se debera usar guantes para cvitar el contacto directo de la piel con sangre. objetos manchados con sangre.
liquidos corporales, excreciones, secreciones, asi como superficies, materiales y objetos expuestos a esos
productos

Lavesc las manos con los guantes pucestos con hipoclorito de sodio al 56 diluido en agua | 10, cada media
hora

No sc debera comer o fumar en arcas de trabajo

Lavarsc la manos despucés de quitarse la ropa protectora v antes de salir del laboratorio. Se dejara la bata en
el sitio de trabajo y solo se sacara para lavaria

Después de cualquier derrame de material potencialmente infeccioso es preciso limpiar la superficie de
trabajo de los laboratorios con hipoclorito de sodio al 5%4

No abrir la centrifuga hasta que haya parado totalmente

Limpic la centrifuga con hipoclorito cada vez que se use.

No se emplee la boca para succionar liquidos con cualquicr clase de pipeta Usese pipetas automaticas y
perillas de hule para las pipetas de vidrio.

10. Tener un recipiente con hipoclorito para desecho, en el que vertera ¢l material utilizado.
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MEDIDAS PREVENTIVAS QUE DEBE VIGILAR EL JEFE DE SECCION

a) Informar al personal bajo sus ordences de las medidas de proteccion que se debe emptlear.
b) Colocar la informacion con las medidas de seguridad, en un lugar visible

c) Firmar de enterado todo ¢l personal a su cargo .
d) Proporcionar todo el material necesano para cumplir con las medidas preventivas

MEDIDAS PREVENTIVAS QUE OBSERVARA A LA COORDINACION DE
TOMA DE PRODUCTOS

a) Proporcionar ¢l numero de guantes v cubrebocas que necesita el personal cada semana
b) Llevar ¢l control de los suantes v cubrebocas usados diariamente

¢) Todas las agujas, jeringas v demas matenal desechable que pueden estar contaminados ¥ que s¢ empleen en
prucbas de lnboratonio, deberan esterilizarse prefenblemente en autoc

d) Cuando se tomen mucestras a pacicntes aisiados.

ves antes de climinarlas
e debera usar bata v cubrebocas

NORMAS GENERALES PARA EL PERSONAL DE LABORATORIO EN EL
MANEJO DE MUESTRAS DE PACIENTES CON VIH+ (STIDA)

El riesgo de adquirir inteccion por VIHL despues de un accidente de laboratono con muestras contaminadas,
es muy bajo. sin embargo. ex necesario prevenir

al personal. para
comaminado

reducir su exposicion al matenal

No obstante que todas las muestras clinicas que llegan al laboratorio deben procesarse con extremo cuidado.
conviene que los productos provenientes de pacientes con VI« scan etiquetados con las siglas VIH+ SIDA,
va que la mayoria de infecciones accidentales en ¢l laboratorio ocurre cuando se mancja material de estos
pacientes, sin conocer su procedencia Los productos con mayor riesgo de producir accidentes por mal manejo
son: secreciones vaginales, orina, heces, sangre y sus denvados, asi como hquido cefalorraquideo, pleural, pus

y semen. L.as medidas generales que deben adoptarse en ¢l laboratorio para evitar los riesgos de infeccion esian
anotados en la seccion Manejo de muestras de alto riesgo

Una vez que sc¢ tiene sospecha o evidencia de haber derramado liquidos o productos infectados en las
superficies del laboratorio. €stas deben limpiarse con una solucion de hipoclorito de sodio al 0 5% dejando
actuar durante 30 minutos. posteriormente se debe lavar la superficie con agua v detergente, usando en todo

momento guantes gruesos. ¢l instrumental que se utilizo en ¢l procesamiento de las muestras., debe de
sumergirse en la solucion de hipoclorito de sodio durante 30 minutos, se esteriliza en autoclave. v
posteriormente se lava con agua caliente y detergente Otros materiales como jeringas, agujas y pipetas, se
depositan en recipientes rigidos v cerrados para esterilizarse en autoclave El material desechable debera
colocarse en doble bolsa ¢ incinerarse, o bien, esterilizarse. en autoclave o calor seco

Cuando ocurra contaminacion en mucosa, se debe lavar la zona atectada con abundante agua, si el derrame
es sobre una herida o piel lacerada, habra que lavar con agua y» jabon, posteriormente se debera aplicar un
antiséptico cutaneo Es convenicnte presionar ta herida para provocar sangrado

El accidente debera comunicarse inmediatamente al jete de laboratorio para que e€ste dé las indicaciones de
seguimiento del caso, que basicamente consiste en identificar al paciente de quien proviene la muestra. v
comprobar si es VIH+. Inmediatamente se hara la prueba para determinar ¢l cstado de VIH del trabajador. Si el
resultado es negativo, s¢ repite la prucba a los 2, 3, 6 ¥ 12 meses: si en alguno de estos ultimos estudios

la
prueba es positiva, se asumira en principio que ¢l trabajador adquirio la infeccion por accidente en el
laboratorio (14).
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CONTROL DE CALIDAD

Las medidas utilizadas se tijan de acuerdo al nivel de cada taboratoria, a sus funciones y a sus programas,
pero ninguno de ¢stos debe dejar de contemplar fa vigencia de calidad en el renglon de materiales, cultivos,
reactivos v colorantes, equipo v tecnicas empleadas

Material Hay que almacenar ¢l material en lugares secos v limpios v desechar el material de vidrieria
cuando hay roturas para evitar accidentes Una ves envuclto v esterilizado el material, debera almacenarse en
lugares limpios v cerrados v no usarlos despuces de dos meses de almacenamiento

Cultivos: Se deben de almacenar on lugares secos v frescos De un lote de medios preparados se separa una
parte para hacer pruebas de esterilidad. dejando algunos durante tres dias o temperatura ambiente y otros a
37°C

Hay que probar cada lote de los medios para constatar su efectividad. inoculandolos con hongos para
verificar un adecuado desarrollo, o bien sometiendo los medios a pruebas de validacion las cuales se describiran
en el apartado de validacion de medios de cultivo

Reactivos ¥ colorantes: Sc recomienda no usarios despues de seis meses de su preparacion vy desecharios si
aparecen cambios de coloracion, contaminacion o precipitacion  Solo deben de prepararse las cantidades de
reactivos v colorantes ue se estimen necesarias para ser utilizadas a corto plazo

Hay que hacerse frotis para observar si hav disminucion de calidad de los colorantes v reactivos. para
desecharse de inmediato

Equipo: Es necesario constatar dianamente la temperatura de las incubadoras, refrigeradores y
congeladores Las vanaciones de un grado por enaima o por debajo de la temperatura seleccionada son
aceptables Las autoclaves deben ser probadas cada vers que se usen, marcando los materiales por esterilizar
con cinta testigo como prueba de esterilidad  Se requiere impiar ¢l intenor de la autoclave cada semana,
gilando que cl nivel de agua sea el indicado ¥ que los empaques rren perfectamente para que la presion y la
temperatura alcancen los topes deseados los hornos de calor seco. siempre tendran que contener termometros
que indiquen la temperatura durante el proceso de esterilizacton, no conviene usar estos hornos para calentar
otros materiales diferentes de los que van a esterilizarse

Es conveniente que los microscopios cstén siempre limpios, tanto el sistema optico como las partes fijas,
asimismo deberan de quitarse las preparaciones inmediatamente después de observarlas, cuidando de no
humedecer la platina con liquidos de montaje una vez terminada la observacion sc taparan con cubiertas para
protegerio del polvo. El sistema Optico se ajustara cada vez que sea necesano vy se le dara mantenimiento
anualmente de limpicza y engrasado ( 14 ).

VALIDACION DE M}

DIOS DE CULTIVO

Considerando la importancia que representa ¢l control de calidad de Jos medios de cultivo, herramicnta
clave en las determinaciones micologicas ¥ microbiologicas, sc deben de validar los medios de cultive
utilizados. sin embargo ¢s necesario enfatizar que cada laboratorio debe auxiliarse, implementar y documentar
sus propios procedimientos A continuacion s¢ redacta un modelo de validacion de medios de cultivo

Alcance:

Debe de aplicarse a cada lote de medio de cultivo que se utilice en las determinaciones micologicas
Cada lote de medio de cultivo debe someterse a las siguientes determinaciones




1. Determinacicn de phl.

£sta se efectuara a 25 °C usando potenciometro validado o calibrado. Determinar ¢! pH del medio de cultivo
cuidando que ¢l clectrodo quede sumergido en el seno del medio. a la temperatura indicada por el fabricante,
cuando ésta no se especifique en el marbete, hacer la determinacion a 25 °C+/- 2 °C. de ser necesario ajustar ¢l
pH del medio con soluciones de HCI o NaOH 0.5 N segun se requiern

2. Prucha de esterilidad

Se recomienda someter a esta prucha al 4% de las unidades preparadas incubando a 35S - 37 °C (24 - 48 horas)
o bien a 20 - 25 °C (5 - 7 dias), la incubadora debe de estar validada Para lo anterior es necesario saber la
torma de esterilizar adecuadamente por los siguientes métodos

2.1 Esterilizacion por calor himedo (auroclave

Este proceso esta destinado para esterilizar todo. medio de cultivo o solucion que soporte temperatura de
122 °C ~/- 1 °C
tribuir los volumenes no mayores de las 2/3 partes de la capacidad del recipiente previamente cstériles y
frascos)

L Di
limpios (tubos. matrace
Todo material a esterilizar debe cubrirse de tal forma que permita la penetracion del vapor, si se utilizan

-
recipientes con tapon de rosca, este debe procesarse con ¢l tapon a medio cerrar (no utilizar papel aluminio
ni celofin)

3. Los ciclos de esterilizacion deben de programarse de acuerdo a las instrucciones del tabricante del medio de
cultivo

4. Distribuir el medio de cultivo en recipientes de capacidad semejante. preferentemente no mezclar
recipientes de diferentes capacidades

S Cuando el volumen sea mayor de 100 ml | el tiempo de esterilizacion debe de establecerse durante fa
validacian del equipo

6. Operar el esterilizador (autoclave) de acuerdo a las instrucciones del equipo (generalmente a 121 °C
durante 15 a 20 minutos)

7. Al término del proceso no abrir la puerta antes de que la temperatura det autoclave baje a 70 °C

8. Todo medio de cultivo debedentiticarse incluvendo como munimo la techa de esterilizacion v ¢l nombre

9  Separar parte del material para su cevaluacion de calidad de acuerdo al procedimiento “Promocion de

crecimiento™
10 Los medios esterilizados deben de colocarse en el area destinada y almacenarse en las condiciones

establecidas por el fabricante
2.2 Esterilizacion por filtracion
Este proceso se aplica a medios de cultivo o soluciones ue contengan ingredientes termolabiles

Los aparatos utilizados para la filtracion deben de estar esteriles v perfectamente limpios

Deben de utilizarse filtros de esteres de celulosa o equivalente con una porosidad maxima de 022
milimicras

El recipiente receptor del medio o solucion debe de estar esteril

Todos los pasos subsecucntes deben cfectuarse en condiciones asepticas

Preparar ¢l equipo utilizado para la filtracion bajo procedimientos internos

Si el equipo a usar conticne mas de 2 plazas (embudos) comprobar en uno de ellos su esterilidad haciendo
pasar a través de ¢él, 100 ml de¢ solucion diluyente estéril (salina isotdnica, solucion amortiguadora de
fosfatos, agua destilada) y cnsayar bajo la uicnte metodologia

A
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e Adicionar al diluyente filtrado 100 ml dec caldo dec¢ soya tripticaseina cstén] o un medio equivalente
preparado al doble de concentracion



Incubar ¢l matraz a 32 - 37 °C durante 7 dias (observar periodicantente) Rogistrar los resultados en 1a

-
libreta correspondiente

e Todo medio csterilizado debe almacenarse de acucerdo a las condiciones establecidas por el fabricante

7. En las restantes plazas se efectua el proceso de estenlizacion haciendo pasar la solucion o medio de cultivo
a través del recipiente filtrante

8. Distribuir ¢l material filtrado cn los recipientes esteriles descados ¢ identificarlos perfectamente incluyendo

como minimo la fecha de esterilizacion y ¢l nombre
©. Separar parte del material para su control de
crecimiento®™

cialidiad de acuerdo al procedimiento “Promocion de

guicntes datos

Nota: Cada proceso de esterilizacion debe registrarse en una libreta conteniendo los s

Fecha del proceso
Condiciones del proceso (tiempo, temperatura y/0 presion)
Porosidad de la membrana

Material procesado

Nombre v firma del operador

Uso del material

3. Pracha de promocicon de crecimiento

El propoésito de esta prucba es el demostrar que los diferentes tipos de medios de cultivo que se emplean
cumplen con el fin para el cual fucron disefados

Procedimienio:

Los microrganismos ¢mpleados en las prucbas de promocion de crecimiento deben de formar parte de la
coleccion de cada laboratorio vy deben de estar identificadas. La seleccion de cllas depende del tipo de medio de
cultivo por estudiar
incluirlos en el

Si el medio pretende inhibir especificamente un cierto microorganismo o a un grupo de ellos
ensayo. en tales casos debe observarse tanto la intensidad del desarrollo de Jos microorganismos deseables

como las caracteristicas de sus colonias (tamafo, color)

Para determinar el grado de inhibicién que muestre ¢l lote ensayado. incluir simultaneamente en la prucba
un medio no inhibitorio.

Los medios indicadores se prueban con cepas de referencia de comportamiento bien definido, tanto en
sentido positivo como negativo para cada sustrato en estudio
Preparacion y estandarizacion del wnoculo (microorszeniismao a pruebea).

Los cultivos empleados deben de ser recientes de 24 - 48 horas para hongos levaduriformes, y de 7 a 28
dias para hongos filamentosos Las temperaturas de incubacion seran las optimas para el microorganismo de
que se trate

AMtexdor:

1. La cosechar de cada microorganismo de prucba se¢ suspende en solucion salina fisiologica (0.85%),

regulador de fosfatos pH 6.9 +/- 0.1,
Preparar una suspension con el diluyente seleccionado., de tai forma que a S80 nm dé una lectura

espectrofotométrica entre 50 y 80% de transmitancia,

[
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A partir de la suspension obtenida preparar diluciones decimales v mediante la 1écnica de vaciado en placa,
seleccionar aqueilas en las que se encuentren aproximadamente 10, 100 y 1000 UFC/ml. para este recuento

utilizar agar para métodos estandar

Medios de cultive ligquidos
Preparar un volumen determinado del o de los medios de cultivo a probar
A cada uno de los tubos o recipientes que contienen of medio de cultivo, adicionar | 0 mi de la suspension

del microorganismo de prucba que cantenga entre 10 v 100 UFC/ml
Simultaneamente sembrar por duplicado 1| 0 ml de la suspension para la cuenta en placa, con el fin de

confirmar la viabilidad v recuperacion del inoculo

ITrnerpretacion:
Si los tubos o recipientes que contienen ¢l medio de cultivo inoculado presentan turbiedad v la cuenta en
placa es la esperada. la prucba de promocion de crecimiento es correcta y ¢l lote del medio de cultivo se

aprucba para su uso
Si no se presenta desarrollo en los medios hquidos v Ia cuenta en placa es correcta, ¢l lote del medio de

cultivo debe rechazarse
Si no sc presenta desarrollo en los medios liquidos m en las placas, debe verificarse fa viabilidad de los

inoculos empleados y repetir la prueba
Todo resultado debera registrarse en la libreta o tormato correspondiente

Estabilidad

Periodicamente efectuar los puntos 1. 2 v 3, a los medios de cultivo preparados y almacenados, tanto para

establecer si las condiciones de almacenamiento fuceron apropiadas como para determinar la vida util de cada

medio de cultivo (caducidad)

w

Validacién del proceso de esterilizacion por calor hamedo
Objetivo: Garantizar la efectividad del proceso de estertlizacion por calor humedo

Procedimienta:
Cargar el autoclave, segun fa configuracion establecida y colocar los indicadores biologicos en las
posiciones asignadas

Tiras de discos de esporas de . stearothermaopiulus con una concentracion minima de esporas de 10 a la

S/tira de disco.
Ampulas con esporas de B. stearothermop/ulus con un concentracion minima de 10 a la 3 a 10 a Ja

S/ampula conteniendo medio de cultivo con indicador
Suspensién o liofilizado de esporas de B. stearothermephilus con una concentracion minima de esporas 10

a la 6/unidad
Los indicadores biologicos deben de ubicarse dentro o muy cercanos a los recipientes a validar.
Cada estudio debera desafiarse con un minimo de 5 indicadores biologicos y un maximo de 20 indicadores

biolégicos tratando de monitorecar toda la camara

Correr el ciclo de esterilizacion tomando lecturas de presion y temperatura durante el proceso
Terminado el ciclo de prucba. incubar los indicadores de la siguiente forma (dependera de la

presentacion)
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Indicador biologico e¢n tiras de papel o liofitizado Sembrar las muestras asépticamente en tubos que
contengan 10 mi de caldo soya tripticaseina (CST) estéril Incubar los tubos entre S5 - 60 °C y observarlos

diariamente hasta completar 7 dias de incubacion (o bien de 35 - 37 °C)
Indicador biologico en ampolleta conteniendo medio de cultivo ¢ indicador de pH (generalmente parpura

de bromocresol), incubar las ampolletas a 5§ - 60 “C durante un periodo minimo de 7 dias
Indicador biologico en tira impregnada con medio de cultivo deshidratado ¢ indicador de pH. Colocar las
tiras asépticamente en 3 ml de agua destilada cstéril, agitar ¢ incubar a 55 - 60 °C durante 7 dias (o bien a

35 -37°C).
Debe de incluirse un control positivo ¢ incubarse en las mismas condiciones que en ¢l inciso anterior para

cada presentacion del indicador biologico.
Los medios de cultivo utilizados durante la prucba debe de haber cumplido con la prucba de promocion de
crecimiento

Criterio de aceptacion:

Para ciclos cuya temperatura nomunal sca de 121 °C se permite una caida de la temperatura de 15 - 2 7°C,
siempre y cuando esta caida no se observe durante mas de S minutos

El crecimiento debe de ser negativo para los indicadores biologicos de prueba y positivo para el control,
con el siguiente criteno para cada presentacion

Indicador biologico en tiras de papel y liotilizado Las muestras inocutadas en CST no presentan turbiedad
en el medio después de la incubacion

Indicador biologico en ampollcta No se observa turbiedad en ¢l medio de cultivo y el color del indicador
no se¢ modifica después del periodo de incubacion El control positivo presenta turbiedad del medio de
cultivo y vire del indicador debido a la produccion de acido a las 23 - 48 horas

Nota: Si se observa vire del indicador a las 24 - 38 horas sin c¢recimiento opalescente, reincubar por
horas mas y asegurarse mediante una siembra ¢n placa. la presencia y/o ausencia de celulas viables

Indicador biologico en tira impregnada de¢ medio de cultivo deshidratado ¢ indicador de pH. El criterio es el

mismo que en el punto anterior

izaciéon por calor seco

Validaciéon del proceso de ester

Objetivo: Garantizar ¢l proceso de esterilizacion por calor seco

Procedimiento:
Cargar el horno segun la configuracion establecida y colocar los indicadores biologicos (tiras de papel
conteniendo esporas de  Bactllus _subtiliy Var Nuger a una concentracion minima de 10 a la 8

esporas/unidad) cn las posiciones asignadas
Correr ciclo de esterilizacion tomando lecturas de temperatura durante ol proceso
Terminado el ciclo de prueba, sembrar individualmente las tiras conteniendo el indicador biologico en tubos

que contengan 10 ml de CST estéril. Incluir un control positivo
Tncubar los tubos a temperatura de 30 - 35 °C y observarlos diartamente durante 7 dias

Criterio de aceptacion:

Las lecturas de temperatura deben de ser constantes con variaciones de +/- 10 °C

El crecimiento de los indicadores biologicos debe ser negativo despuds de 7 dias de incubacion. El control
positivo debe presentar crecimiento satisfactorio despucs de 24 - 48 horas de incubacion.
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Validaciéon del proceso de esteri

zaciéon por filtracidon

Objetivo: Demostrar la integridad de la membrana de filtracion y su capacidad para retener los
microorganismos presentes en soluciones vy medios de cultivos no estériles

Procedimiento:

La membrana filtrante se somete a una prucha de reto (dL\.I'IO) con [2seudomaonas dimernttce ATCC 19136
(para membranas cuyo diametro de poro es de O 22 micras) v ¢ {para membranas cuyo
diametro de poro es de 0.45 micras) en concentraciones de 10 a tladalOala7 ydeiOaladalOa 1a &
células/ml respectivamente

2. Preparacion de los microorganismos de prueba

e Estriar por separado cada una de las cepas de desafio en placas de AST

® Incubar las placas durante 23 - 48 ho a 30-35°C

e Transferir una asada de cada microorganismo de prucha a cada uno de los matraces que contengan 50 i
de CST esténil

® Incubara 30 -35 °C +/- 0 8 durante 24 horas

e A partir de los cultivos obtenidos en ¢l paso anterior, preparar diluciones decimales hasta las
concentraciones especificadas anteriormente en ¢l punto 1, utilizando como diluyente CST

-

Mediante la técnica de vaciado en placa v usando agar soya tripticaseina. determinar el numero de UFC en
cada una de las diluciones incubando éstas a4 30 - 35 <C /. 0 5, durante 48 horas
e Seleccionar la dilucion de_Pascudomaona dim

omona diminuia que muestre 10ala3 y 10ala 7 UFC/ml, vy la de Serratia
marcescens que muestre 10ala<d y 10a la 8 UFC/ml

3. Filtracion:

e Prepare el equipo bajo procedimicnto adecuadamente establecido

e Filtrar asépticamente aplicando una presion de 2 8 kg./em 2. un volumen de 100 a S00 ml de las diluciones
anteriormente seleccionadas para cada una de las cepas de desafio

-

Incluir en ¢l proceso testigos negativos

e Incubar ¢l material tiltrado v los controles a 30 - 35 °C «/- 0 S, durante 7 dias con revisiones diarias

Criterio de aceptacion:
Testi igo POsi ;_\ Q Debe presentar crecimiento ¢n un periodo maximo de 48 horas,
i : WNo debe dc presentar crecimiento

Si los medms dc cultivo filtrados no presentan crecimicnto al final del periodo de incubacion. se considera
que los microorganismos de desafio son retenidos

Si se presenta un crecimiento en los medios de cultivo tiltrados, es indicativo que

Una mala colocacion de 1a membrana en el sistema dc filiracion (por 10 que debe verificarse que se coloque
correctamente)

e Una membrana defectuosa.

e Un proceso de esterilizacion defectuoso

Una distribucion heterogénea del diametro del poro especificado
Debe por lo tanto determinarse 1a causa de 1a falla

Documentacion:

Cada prueba debe de registrarse en una libreta o en un formato que contenga por lo menos los siguientes

Tamafo de poro.
Resultados.
Aceptado y/o rechazado. ( 15).

61



2a PARTE:

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LABORATORIO

TABLA DEL LUGAR DE AISLAMIENTO Y TIPIFICACION DE

DERMATOFITOS
PACIENTES DEL CENTRO | LABORATORIO DE PRODUCCION DE
DERMATOLOGICO PASCUA LA F.E.S. ZARAGOZA
gigrgm gZ%QM Mlgro.mlp_' e *
{Te1d 149 CANIS Microsporym fulvum *
Micros m SeHm Trichophyion schoenleinii =
Trichapiryton rubriem Irichophyion terresire =
ric HOPY (ONSUPY ISy 1‘;1‘&!1(»1 verrucosum * {
Trich Hagrophytes yid] 0N soudanense ®
drichophyton violaceum *

de Produccion de la FE.S. ZARAGOZA.

* Los siguientes microorganismos (quec no se han logrado aislar cn Meéxico) se obtuvieron del laboratorio

Todos ¢stos microorganismos se aislaron y tipificaron mediante crecimiento en tubos, cajas y microcultivos
hasta obtener cepas puras de acuerdo a la literatura de micologia consultada. Una vez obtenidas las cepas puras
manera:

se determino el tiempo de crecimiento optimo a cada uno de los dermatofitos mencionados de la siguiente



CRECIMIENTO EN TUBOS, CAJAS Y MICROCULTIVO:

Cada tubo, caja y microcultivo se leyo cada 24 hrs hasta determinar el punto optimo de crecimiento y parar
! mismo. Los resultados en dias de crecimiento optimo para tubo. caja y microcultivo de cada microorganismo
se muestra en la siguientce tabla:

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN AGAR DEXTROSA DE SABOURAUD
(EN DIAS)

TUBO CAJA MICROCULTIVO

mm s 7 L]

i [ . 8

| Micresgormee fufvae 7 7 [}

| MUCTOAPOTM IS RESMII. 7 17 s

| Inchendrten ruboas L] 10 )

gro T [] 7 s

| Inicheahxtes mecnissroe Avics [ 9 s

| Ioickephviem schoonioinii L) 12 1
| IoicACORNISS SCITCHIT [] ]
| InicAQuRVIQN YEITUCREMIN L1 15
b 17

NOTA: Se repitio el cultivo en tubo 25 veces y en caja 20 veces de cada dermatofito y se repitiéo 25 veces
el microcultivo de los hongos ya aislados.

De los datos anteriores se integran las siguientes tablas de crecimiento
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La tipificacion de cada microorganismo se hizo de acucrdo a sus caracteristicas macroscopicas v microscopicas y se
corrobord con la literatura micologica consultada, obtenicndose los siguientes datos:

F—_—T———— - = -
CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS AISLAMIENTO
MICROSCOPICAS MICROSCOPICAS

Epidermophyton floccosum

Colonias blancas. con micelio aterciopelado
con surcos radiantes  Reverso de color
crema

Macroconidias en forma de mazo de pared
delgada y multitabicadas

Centro dermatologico Pascua

Microsporum conis

Colonias blancas a amarillas, con micelio
alrodonoso-lanudo o polvoriento, de color
ante en o centro Reverso cobor amaritlo-
ambar

Macroconidias  espicutadas  de  pared
wruesa, fosiforme  fsemilla) con 78
lobulos

Centro dermatologico Pascus

Microsporun gypreiom

Colonias Blancas con centro parcho-crema
cot surcos radiantes y miceho algodonoso
Reverso color amanlly-pardo

Macrocomdins — de pared Jeleada,

espiculada y elipsoidales con 4-0 lobulos

Ceatro dermatoloyico Pascua

Microsporum fulum

Colonias blancas con centro Inwramente
elevado de color ante claro g se tornen
poborieatas Reserso color amanllo-ante

Mactoconidias en foima de semillas de
jonjoh de pared delgada, con 4-6 lobuos,
se tiflen en menor intensidad que las hifas

Laboratosio de produccion de ly
FES Zangona

Microspurum nanum

Colonias umbonadas blacas, que se tornan
polvoricntas 4 de color ante, con
crecumiento radial Reverso de color ante

Macroconidias con lobulos. en forma de
pera v de tamadio hgeramente pequetio

Laboratorio de produccion de la
FE S Zaavon

Trichophyton rubrum

Colonias  umbonadas,  con  micelio
aterciopelado de color blanco y crecimicnto
radial, en tubo produce un color vino
Reverso color rojo-vinose

Macroconidias alargadas. de pared deluada
y tabicadas

Centro dermatologico Pascua

Trichuphyton tonsurans

Colonias blancas con centto amarillo, con
refieves v hundimiento,  micelio
aterciopelado corto (bajo) Reverso color

ambar
[t

Mactocenidios alargados de pared delgada
y tabicadas (de 0-8 tabiques)

Centro dermatologico Pascua

L
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CARACTEISTICAS
MACROSCOPICAS

CARACTERISTICAS
MICROSCOPICAS

AISLAMIENTO

Trichophyton mentagrophytes

Colonias umbonadas, blancas con micelio
aterciopelado cotto vy con crecintiento
radial

Reverso de color amarillo-ante

Macroconidios alargados en forma de
lapiz, de pared gruesa, tabicados (6-8
tabiques)

Centro dermatologico Pascua

Trichophyton schocnlcinii

Colorias pequedas de color blanco-ante, de
aspecto liso, acuminado y cerebriforme, con
crecimiento lento. Reverso color ante.

No presenta macroconidios, se observan en
las hifas las estructuras  Namadas
“candelabros favicos™

Laboratorio de produccion de lafy
F.ES Zaragora

Trickophyton terrestre

Colonias blancas con centro de color crema
a ante y micclio aterciopelado Reverso
color ante-amariflo

Microconidias que salen de la hifa basal
formando un angulo de 90°, son menos
pigmentadas as hifas que las primeras, fa
punta de la hifa puede estar enrollada o
formando  wna  clamidiospora,  las
macroconidias son en forma de lagrima y
25255 :

Laboratorio de produccion de la
FES Zaragoza

Trichophyton verrucosum

Colonias umbonadas de color blanco-ante,
con micelio de tipo aterciopelado corto y de
crecimiento lento Reverso color ante

En SDA forman hifas delgadas y
clamidiosporas a 1o largo de la hifa cuando
¢l cultivo ¢s maduro, en SDA no presentan
macroconidas, solo microconidias en forma
de fagrimas

Laboratorio de produccicn de 1a
FES Zaragora

Trichaphyton soudanense

Colonias blancas con centro crateriforme y
pliegues profundos hacia fas onllas Reverso
color amarillo a anaranjado

Hifas septadas que nacen de la hifa basal o
madre formando un angulo de %7, no
presenta  macroconidias, pero s hay
anroconidios en forma de lagrimas
pequeiias

Laboratorio de produccion de fa
F.E S Zanagoza

Trichophyton violaceum

Colonias blancas con centro umbonado v
micelio aterciopelado corto Reverso color
blanco-ante

Se observan hifas en forma de astas de
renos  con  eseasa  produccion  de
macroconidias

e —————————————— |

Laboratorio de produccion de fa
F.E S Zaragora
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Trichophyton tonsurans
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Para fines practico

se desglosan de la manera siguiente

Aislamicnto de los dermatofitos de pacientes  Las zonas fisicas mas problematicas para tomar la muestra de
estudio, fucron las zonas gemtales v pertanal, debido a la pena que experimentan los pacientes, asi mismo
los aiRos impedian una toma de muestra adecuada debido a su constante movimento

Purnificacion v tipificacion de los dermatotitos  El prncipal obstaculo tue el estar aislando a los hongos por
medio de resiembras, debido a que en una muestra en ocasiones s¢ encontraban mas de un dermatotito ¢
inclusive también levaduras, para su identiticacion tambien hubo problemas debido que. no hay mucho
maternial bibliogratico para poder comparar los dermatotitos obtenidos de manera individual, ademas de que
in morfolowia colomal no siempre fue fa deal

Transporte

Se tuvo problemas al transportar las cepas desde ef centro dermatologico PASCL A hasta el
laboratorio de produccion de fa F 1S Zaraposza donde se contimuo con el trabajo experimental, debido a
que los tubos de transporte carecian de tapa de 1os¢a v a que tentan eran de alpodon. corriendo el riesgo
de destaparse y contaminarse
Resiembra: En primer lugar lis cepas otorgadas por el centro dermatologico PASCUA va cran un poco
vigjas por lo que €osto un poco de trabajo su nues o crecimiento, en ADS (agar destrosa de Sabouraud)
Mortologia cofonial Fue necesano repetir las restembras de cada dermatofito en

Caja: Se repiticron 20 veces

Tubo. Se repitieron 25 veces

Teniéndose que observar cada 24 hrs despues del tercer dia de siembra para corroborar las
caracteristicas morfologicas coloniales de cada dermatotito. con la bibhourafia correspondiente. tanto en
tubo como en caja
Microcultivo: Para determinar la morfologia microscopica hubo que hacerse 235 microcultivos de cada
dermatofito y leerlos de uno en uno cada 24 hrs a partir del 77 dia al 12” dia para encontrar las estructuras

sexuales caracteristicas de cada hongo para compararse con la bibliourafia vespectiva, lograndose asi su
identificacion de cada dermatofito

Con todo lo anterior se discute la tecnica de tincion It cual se probo. tanto fa clasica ¥ la modificada ambas

se encucentran desglosadas en el presente trabajo. lograndose observar mcjor las estructuras fungicas con ia
técnica modificada
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. CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se concluye lo siguiente

Se recopilaron los metodos de tincion, medios de cultivo, microcultiv o para dermatotitos, como material de
apoyo para las arcas afines, para posteriormente implementar un manual de procedinuentos

Sec observo que la técnica de tincion modificada es superior a la clasica, logrundose obscrvar mejor las
estructuras fungicas con la primera. que con la segunda tecnica

Sc formo v organizo un cepario de dermatofitos mas comunes en ¢l area urbana v suburbana de la ciudad
de Mexico, se logro cumplir este punto satisfactoruunente, v con ¢l presente trabajo se puede dar los
primeros pasos para la implantacion de un laboratorio de micologia medica

Sc espera que ¢l laboratorio una vez instalado, pucda servir para la docencia. el servicio v la investigacion,
micologica y dermatologica para las carreras atines
Se sugiere una tesis O servicio social, para la gencracion de matcrial biologico v didactico

Es necesario recopilar bibliogratia referente a levaduras patogenas. oportunistas y hongos oportunistas. asi
como realizar un cepario ¥ preparaciones fijas de los microorganismos anteriores, con el proposito de tener
un marco de referencia en dado caso de que llegara a obtenerse una muestra de este tipo en atgun paciente
Con basc en los resultados obtenidos en la tesis se sugiere probar tiempo optimo de crecimiento para
microcultivos, en cada dermatotito, estandanzando las condiciones de humedad y temperatura.

Con base en los resultados obtenidos en la tesis. se sugiere probar diversas técnicas de tincion en diferentes
tiempos.

Con esta tesis se dan los puntos tedricos, practicos y lcgales para la instalacion de un laboratorio de
micologia médica
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- ANEXO 1
TECNICAS ALTERNATIVAS DE TINCION

Azut de metileno

Azul de metileno [Y]
Alcohol 60 ml.
Agua destilada 250 ml]

Para examenes en fresco o coloraciones compuestas hay que mezcelar los tres componentes v utilizar la
mezcla Los hongos adquicren un color azul semcjante al arzul de algodon. aunque ¢l hongo se observa mas
intenso que el fondo de el campo Ex muy atil para la observacion de (0 awnetissemum (agente causel del

Crirasmic).

Zafranina

Zafranina 05w
Agua destilada 100 m!

Hay que diluir ¢l colorante con cl agua destilada y emplear Ly disolucion  Los clementos tiingicos se tiflen
de color rojo intenso. y el resto del campo toma un tono incoloro o rosa palido Esta 1écnica de tincion es wil
para cl estudio de cultivos y productos biologicos liquidos

Tinciéon negativa con tinta china

Es una tincion especial para visualizar (. neaformans en [LCR, improntas o examenes directos de cultivos

La tinta china se ¢emplea en una dilucion de 1:2 con agua destilada

La técnica consiste en colocar una gota del producto biologico por examinar v una gota de tinta china
separadas por unos 3 mm, sobre ellas se coloca un cubreobjetos v se procede a la abservacion

C. neaformeans se observa sin tedir con la capsula refringente v una pequeda levadura en su interior, con
tanto que ¢l campo de observacion tiene un fondo negro

Hidroxido de potasio - tinta negra ( Parker S1 )

atil para tenir principalmente filamentos y levaduras de escamas de pacientes con pitiristiasis s ersicolor
La técnica es simple y consiste en aplicar sobre las escamas por estudiar una gota de KOH - tinta Parker;

después se aplica un cubreobjetos v se procede a observar

KOH 94 m)
Tinta Parker 51 6 ml

Gram
Sc emplea para tefir productos biolagicos liquidos. exudados de lesiones, improntas y macerados de

biopsia. Todos los hongos son positivos a la coloracian de Gram. (. neoformans. que por la presencia de la
capsula no toma la coloracion; también cs util para tefir algunos Actinomicetales causantes de scudomicosis.
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Procedimienin

1. Hacer un frotis y fijarlo con calor.

2. Cubrir con cristal violeta durante un minuto y despucs lavar ligeramente con agua corriente.

3. Cubrir con Lugol durante un minuto v lavar con agua corriente

4 Decolorar con una cantidad de 10 a 20 gotas de una solucion de alcohol - acctona al S0%, y lavar con agua
corriente.

5. Cubrir con zafranina durante 30 segundos y lavar ligeramente con agua corriente. dejar secar y obscervar

Giemsa

Es atil para detectar #. capsularum v P. marncffer. hongos que con otras técnicas resulta en ocasiones
dificiles de identificar.

Procedimicnio:

Hacer un frotis y cubrir con etanol al 100%

Dejar secar al aire

Cubrir con 10 gotas de colorante de Giemsa durante un minuto

Cubrir con un buffer de agua destilada durante 5 minutos

Lavar con agua destilada y dejar secar

L.as levaduras de H. capsulatum 3 P marnceffer se ven de color rosa, rodeadas de una zona sin tefir en el

interior de los macrofagos. se observa un fondo azul

mbw

Fite
Procedimienteo:

1. Pasar el frotis por dos banos de cinco minutos cada uno ¢n una mezcla de tolueno (2 volumenes) y aceite
mineral o vegetal (un volumen).

Secar con papel filtro.

Decolorar con alcohol acido (5% de acido lactico).

Lavar con agua corriente.

Tenir con azul de metileno como contraste durante 3 minutos

Lavar con agua corriente.

Sccar al aire v observar.

Las bacterias del género Necardia toman un color rojo y cualquier otro Actinomicetal toma un color azul
igual a la coloracion del fondo.

NoOwmLuwn

Tincién de ascas y ascosporas de levaduras
Esta técnica permite visualizar las ascas v las ascosporas de todos los hongos. v es especialmente util
cuando sc trata de visualizar levaduras de Hentascomycetes, va que con las tinciones habituales es muy diticil
distinguir sus formas sexuales

Reactvos:

a). Verde de malaquita 7.60 g,
Agua destilada 100 ml
b). Zatranina 0.25g.
Agua destilada 100 ml
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procedimienteo:
Preparar un frotis de la levadura y dejar secar :
Cubrir con verde de malaquita durante § minutos y después calentar ligeramente.
Eliminar el exceso de colorante con agua carriente
Cubrir con zafranina durante 30 segundos
L.avar con agua corriente v dejar secar

Las ascas v las ascosporas se tifien de color verde, en tanto que las levaduras toman una coloracion roja

Fite con cortes histolagicos
Iéenica:

Desparatinar los cortes sumergiendolos durante 10 a 20 minutos en dos recipientes (vasos de Kophing
sucesivos conteniendo una mezcla de un volumen de aceite de cacahuate (mams), de oliva o de algodon v 2
volumenes de xilot

Sccar con papel filtro hasta que se observe opaco

Quitar los cristales residuales con solucion de yodo (tintura) durante 2 minutos, seguida de una solucion de
hiposulfito o tiosulfato de sodio o alcohol

Lavar con agua corriente

Tedir en frio con carbofucsina durante un periodo de 15 a 20 minutos

Lavar con agua corriente.

Decolorar con alcohol acido durante un periodo de | a 2 minutos hasta obtener una coloracion rosa palido
Lavar con agua corriente

Dejar secar y observar

Tincién de Kinyoun

Se¢ emplea para tefir bacilos parcialmente resistentes al acido alcohol. Es principalmente util en el caso de

los Actinomicetales del género Nocardia que se decoloran en exceso con la tecnica de Ziehl - Neelsen

habitual
Técnica:
1. Preparar un frotis de material por tedir.
2. Cubrir en frio durante cinco minutos con carbofucsina de Kinyoun
3. Lavar con agua corricnte
4. Remover el exceso de colorante con etanol al 50 %%,
5. Lavar con agua corriente
6. Decolorar con acido sulfurico al 1 % durante un periodo de 2 a 3 minutos
7. Lavar con agua corriente.
8. Cubrir con azul de metileno durante un minuto.
9. Lavar con agua corriente, dejar secar y observar.

L.os actimicetales se tediran de rojo v se observaran en un fondo azul.
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Acido peryadico de Schiiff ( PAS)

Es util para especimenes, sobre todo en aquellos casos en donde ¢l examen con KOH ha resuliado negativo

Técnica:

Sumeériase los cortes en alcohol al 95 24 o absoluto para asegurar lin adherencia de las raspaduras sobre la
laminilla si se trata de escamas hay que fijarlas con albumina de Meyver

Enjuaguese en agua cormiente

Coloquese la laminilla en cl acido pervodico de Shiff al 0 §% por dos minutos

Lavar con agua corriente

Agregar reactivo de Shitff ~ DMS (dimetilsultoxido) al O 5% por 1-2 minutos
LLavarse con agua corrientc

Cubrir con verde brillante durante 1 a 2 minutos

Lavar con agua corriente durante 10 minutos

Decolorar y deshidratar en bafios de alcohol al 70. 80 y 95% (dos minutos por bafo)
Pasar por dos baflos de xileno (dos minutos por bafo)

Montar en resina sintética

0 ENONLWD
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Preparacion de la albumina de Meyer

Batir una clara de huevo a punto de turron

Agregar un volumen de glicernna igual a la clara prebatida
Mezclar ientamente hasta homogeneizar

Agregar un cristal de TIMOL como coaservador v filtrar
Mantener ¢n reposo a 4 °C durante 23 horas

fﬁ;.%‘!)‘

Los tilamentos fangicos, conidios y esporas aparecen rojos o rosa intenso Bl cemento de algunos granos en
los micetomas (Madurella myceromanis) adquieren un color amarnillo o naranja  Los nicleos celulares se ponen
verde v la colagena. verde claro; cl glucogeno v fa mucina rojas  El citoplasma que es verde en general,
adquiere un tinte rosa

Azul de policromo

Es una técnica tutil para telir a ML _furfur, ¢l hongo se observa de color violeta claro en un fondo azul.

Técnica:

Fijar ¢l producto biologico al portaobjetos con albumina de Meyer.

Flamear ligeramente y dejar secar.

Lavar con solucion de Camoy durante un periodo de 20 a 30 minutos y dejar secar
Tedir con azul de policromo durante 20 minutos

Lavar con agua corriente

Diferenciar con agua acidulada (acido acctico al 1%) durante un minuto

Lavar con agua corriente.

Deshidratar con alcohol absoluto durante 2 minutos

. Sumergir en xilol durante 20 minutos.

0. Montar en balsamo de Canada.

~ORNO AL W~
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Para preparar ¢l azul de policromo sc neccesita

e Azul de metileno g

e Carbonato de¢ potasio g

e Agua destilada 400 ml

e Acido acético 3Iml
Procedimiento:;

1. Disolver el azul de metileno v el carbonato de potasio en el agua destilada.

2. Hervir la mezcla durante 30 minutos y dejar enfriar

3. Agregar ¢l acido acético cristalizable

<4 Agitar hasta la disolucién total

5. Poner en cbullicion hasta reducir el volumen al S0%,

6 Enfriar con agua corriente

Mucicarmin de Mayer para C. acoformans

Esta tincion es Util para tefir a (. neoformens v en la cual In mucina se tine de rosa intenso, los nucleos de
color negro v la periferia de color amarillo

Teécnica:

Desparafinar los cortes. rehidratarlos con xileno y después pasarlos sucesivamente por soluciones
alcoholicas de concentracion decreciente

Tenir durante 7 minutos con solucion de Weigert.

Lavar con agua corriente de 5 a 10 minutos

Sumergir en una solucion de mucicarmin diluida durante 30 a 60 minutos
Lavar con agua destilada

Teifiir con solucion de amarillo de metanil durante | minuto

Lavar rapidamente con agua destilada.

Lavar rapid. con alcohol al 95%s.

Deshidratar por medio de dos pases en alcohol absoluto

0. Aclarar con dos o tres pases por xileno y montar en la resina sintética.

—omNAALUD

Preparacion de las soluciones utilizadas

Solucion A

Hematoxilina g
e Alcohol al 95% 100 mt

Solucion B.

e FeCl3 en solucion acuosa al 29% 4 ml
® Apgua destilada 950 mi.
« HCI concentrado I ml.

Mezclar una parte de la solucion A con una parte de la solucion B.
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b). Solucién de amarillo de metanilo:

e Amarillo de metanilo 025y
® Agua destilada 100 mi
e Acido acético glacial 0.25 m!
¢) Colorante de mucicarmin-
e Carmin s
® Cloruro de aluminio 05g
2ml

e Agua destilada

Azul de Alcian para C. scoformans

En esta técnica las levaduras de (Cmplococcns neoformeans. se observan de color azul claro v los
rmucopolisacaridos de azul turquesa

Procedimienio;
Desparafinar los cortes.
Teiir los cortes con azul de Alcian durante 20 minutos
Lavar con agua corriente

Tedtir con zafranina durante 5 minutos
Deshidratar por medio de pases sucesivos de alcoholes al 5O. 70, 95%5 y alcohol absoluto

R e

Montar en resina sintética

Grocott - Gomori

s, la mucina adquiere un

Con esta técnica los hongos se tifien de color negro al igual que algunas bacteri
color gris oscuro; las partes internas del micelio, rosa oro. ¢l fondo aparece de color verde claro. Debe tenerse

cuidado al observar los cortes tefiidos con esta tecnica, ya que alguna fibras como las reticulares o las de

elastina y otras se tifien dec color negro

1écrica:
1. Desparafinar los cortes en dos baios de xileno y dos de alcohol al 95%.
«2. Colocar los cortes en una solucion de acido cromico durante 1| hora.
3. Lavar con agua corriente durante 1S segundos.
4. Sumergir cn bisulfito de sodio al 1 25 durante 1 minuto
5. Lavar con agua corriente durante 5 a 10 minutos
6. Lavar con agua destilada (cuatro cambios)
7. Colocar ¢n una solucion de nitrato de plata metenamina y mantencr el recipiente a 60 °C durante 30 a 60
minutos. hasta que las secciones adquieran un color marron claro.

8. Pasar por scis baftlos de agua destilada.

9. Colocar en cloruro de oro hasta cambiar de tono, durante 2 a 5 minutos.

10. Lavar con agua corriente

11. Teifiir con verde brillante durante 40 a 35 segundos.

12. Deshidratar con alcohol al 95% y después con alcohol absoluto: aclarar en dos bafos de xileno.

13. Montar en resina sintética.
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a). Acido cromico:

Acido cromico Sg

Agua destilada 100 ml.

b). Metenamina al 3%:

Hexametileno tetramina 3 g
Agua destilada 100 mi.
¢). Solucion de nitrato de plata metenamina:
Solucion de nitrato de plata al 5% S ml.
Solucién de metenamina al 3% 100 ml.
d) Bisulfito de sodio al 1%

Bisulfito de sodio e
Agua destilada 100 ml
e¢). Solucion de bisulfito de sodioc al 2%

Bisulfito de sodio 2
Agua destilada 100 ml.
f). Verde brillante.

Verde brillante SF 02g
Agua destilada 100 mi.
Acido acético glacial 02g.
g). Nitrato de plata:

Nitrato de plata 5.
Agua destilada 100 ml.
h). Solucion bérax:

Borax S
Agua destilada 25 ml.
i). Nitrato de plata metcnamina:

Solucion de borax 2ml
Agua destilada 25 mi.
j). Cloruro de oro:

Cloruro de oro 10 ml.
Agua destilada 90 ml.
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Anaranjado de acridina
Fijar en alcohol absoluto durante | minuto, sumergir la preparacion en acido acético al 1% y luvar con agua
destilada.
Tedir con anaranjado de acridina durante 2 minutos
Eliminar el exceso de colorante con butYer de tosfatos durante 1 a 2 minutos

Diferenciar en cloruro de calcio O | M durante | 4 2 minutos
Deshidratar, aclarar y montar en resina sintética

La solucion acuosa de anaranjado de acridina al O 1%e, sc diluye a 0.01%% con solucidon but¥er de fosfatos

conun pH de 6

Las estructuras fungicas se observan de color naranja al microscopio de luz.

ANEXO 2

ICROCULTIVO

TECNICAS ALTERNATIVAS DE !

Cultivo en portachjetos

Es una técnica de gran utilidad para el estudio de los hongos, se puede emplear para:

Identiticacion taxonomica de hongos
Estudios de ontogenia de los conidios
Obtencion de material para microfotogratia y microgratia electronica

Elaboracion de preparaciones permanentes utiles en la enscianza
Como apoyo para identificacion diferencial.
Como control para las cepas de colecciones de hongos.

Los medios de cultivo y tiempos de incubacion son variables, dependiendo del hongo por procesar y de los

fines que se persiguen al realizar la técnica. En general puede decirse que los medios de cultivo mas usados
son’ agar papa dexirosa. extracto de malta, agar Borelli. agar Sabouraud simple y medio de Czapek. El tiempo

de incubacion normalmente es de 7 a 15 dias y la temperatura habitual es de 25 °C.

LR

N

6.

Técmica del emp

Sobre una caja de Petri con medio de cultivo, se depositan S a 8 fragmentos del hongo por estudiar.
Se introducen en el agar de 4 a 6 cubreobjetos cstériles de 22 X 22 mm de un angulo aproximado de 45 °

Se cierra la caja y se incuba de 7 a 15 dias a 25 °C
Cuando el cultivo ha alcanzado su madurez se retira un cubreobjetos de la caja v se coloca sobre un

portaobjetos, sobre el cual previamente se ha depositado una gota de azul de algodon

Se deposita una gota de azul de algodon sobre el cubreobjetos y se cubre con otro cubreobjetos de 23 X 40
mm.

Se repite el procedimiento con los demas cubreobjetos contenidos en la caja de cultivo

Con esta técnica se tienen dos planos de enfoque
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Métndo de Rivalier v Seydel

Es una técnica de microcultivo que permite evidenciar de forma clara las estructuras morfologicas en su
arreglo y disposicion natural, se realiza para la identificacion de cultivos o bien, para preparar material de

enseianza.

Sumergir un portaobjetos estéril ¢en medio de cultivo a 56 °C
Colocar el portaobjetos sobre un caballete en una caja de Petri

1.

2

3 Inocular el centro det portacbjetos con el hongo a estudiar

. Depositar e¢n la caja de Petri 10 ml de agua destilada csténl, sin mojar el cultivo

S. Incubar a 25 °C en la oscuridad

6 Cuando el cultivo alcance su madurez, desprender el exceso de agar y secar en la estufa a 37 "C durante 24
horas

7. Sumergir la preparacion en colodion ligero.

8  Escurrir ¢l exceso de colodion v dejar secar durante 243 horas en posicion horizontal
Preparacion del colodion

e Colodion oficial (sin aceite de ricino) 1 mt

® Alcohol absoluto 2ml

e Eter sulfurico 2ml

Agar Sabouraud-Antibidti (Sabouraud antibidticos)

Es un medio para ¢l aislamiento de la mayoria de los hongos patogenos. La cicloheximida inhibe cl

desarrollo de los hongos contaminantes y el cloranfenicol a las bacterias

Compersicion:
e Pentona 10 gr
e Glucosa 20 gr
® Agar - agar 20 gr.
e Cloranfenicol 500 mg. *
® Cicloheximida 500 my
e Agua destilada 1000 mi.
Procedimienio:
|. Disuclva en el agua los primeros 3 ingredientes.
2. AjusteclpH a 5.6.
3. Se deja reposar durante 10 minutos.
4. Se esteriliza durante 15 minutos a 121 °C.
5. Se deja enfriar a 50 °C aproximadamente.
6. En un ambicntc estéril, se agregan los antibidticos.

El medio liquido se prepara de la misma forma, solo que sin agar - agar.
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Agar aceite de oliva

s un medio uwtilizado para el aislamicnto de levaduras lipotilicas, como Afcrfaysesic

Compersicion:

Agar dextrosa Sabouraud 6 5 gr
Tween 80 2mi
Aceite de oliva 2ml
Vitamina A 10 gotas
Cloranfenicot 0S gr.
Agua destilada 100 mi

Procedimicmro:
Disuelva por calor ¢l Sabouraud ¢n el agua

Agreguce los otros ingredientes
Se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos

Agar extracto de levadura - fosfato con amoniaco

lasmra e

stes_furfur.

12212 3 Blastonnyees dermatitidis a partir

Es un medio utilizado para el aislamiento de Hus

de productos biologicos

Wb LUl s0 00
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Compeosicion:

Extracto de levadura 1 gr.
Amorntiguador de fosfatos pH de 6 2mi.
Agar 20 ur.
Cloranfenicol 0.5 ur.
1000 mi.

Agua destilada
Procedimiento:

Mczcle los ingredientes con el agua destilada y agitc.
Se pone en ebullicion agitando con frecuencia.
Deposite 18 mi en tubos con tapon de rosca.

Se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos

Se ajusta ¢! pH a 6.0 a temperatura ambiente.

rmpleor con amoniaces:

Vacie el medio contenido en los dos tubos, sobre una caja de Petri ¢n ¢l momento de usarlo.

Inocule 0.5 a 1.0 m! del espécimen en la superficic del medio.

Inmediatamente después de la inoculacion agregue una gota de amoniaco concentrado a la superficie det

agar. permitiendo su difusion

El amoniaco a altas concentraciones inhibe ¢t crecimiento de hongos no patogenos.
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Tioglicolato
Es un medio utilizado para ¢l aislamiento de Actinomycetes anaerobios.

Compersicion:

Pcptona 20 gr.
L-cistina 0.25 gr
Glucosa 6 ur.
Cloruro de sodin 25 gr
Tioglicolato de sodio 0.5 ur
Sulfito de sodio 01 gr
Agar 0.7 gr
Agua destilada 1000 mi
Procedimiento;

Disuelva los ingredientes

Ajuste el pH a 7.2,

Se esteriliza a 121 °C por 1S minutos
Se al aa peratura biente
Lowenstein-Jensen

Es un medio utilizado para el aislamiento de Actinomycetes aerobios.

Composicion:
Fosfato monopotasico 24 gr.
Suifato de magnesio 024 gr
Citrato de magnesio 0.6 ur. .
Asparagina 3.6 ur.
Glicerol grado reactivo 12 ml
Agua destilada 600 ml.
Harina de papa 30 yr.
Huevos revueltos enteros 1000 ml.
Verde de malaquita al 2 % 20 mi.

Procedimiento:

Disuclva las sales y la harina de papa en el agua.
Se esteriliza a 121 °C por 30 minutos.

5% y déjelos en ella durante 30 minutos.

Enjuague los huevos perfectamente con agua cotriente.

Ponga los huevos en alcohol al 70% durante 1S minutos.

Rompa los huevos y depositelos en frascos estériles el contenido.
Se homogenizan los huevos con perlas de vidrio estériles.

Agregue el verde de malaquita y envase.
0 Se ponen los tubos a 85 °C durante 50 minutos.

Agregue un litro de la suspension de huevo a la suspension de sales - papa.

Lave con cepillos los huevos frescos (de no mas de una semana de antiguedad) con solucion jabonosa al
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Es un medio utilizado para el aislamiento y conservacion de Actinomycetes del género Actinomyees.

a)

b)

B~

»n

wh =

Anaerobiosix

Compaosicion:

Solucion |

Acido pirogalico 100 gr.
Agua destilada 150 ml.
Solucién 2: .

Para obtenerla mezcle A y B,

Mezcla A
Carbonato de sodio 10 ur
Agua destilada 100 mt

Mezcia B
Fosfato de potasio 17.40 gr
Agua destilada 100 ml.

Procedimicine:

Deposite por partes iguales y por separado las soluciones | y 2 en la caja de Bray.
Siembre en estria ¢l producto biolégico en l1a tapa de la caja de Bray que debe tener el agar simple.

Tape la caja con la placa inoculada y selle con cinta adhesiva.
Incline la caja en varias direcciones para mezclar las soluciones 1 y 2; esto produce una reduccién de las

moléculas de O2, dando lugar a un ambiente microaerotilico.
Se incuba a 37 °C durante S dias.

MEDIOS EMPLEADOS PARA CONSERVACION

Agar papa dextrosa

Composicion:

Pulpa de papa 250 gr
Glucosa 20 gr.
Agar 20 gr
Agua destilada 1000 ml.
Procedimiento:

Pelar la papa y cortaria en pedazos finos.
Poner en cbullicion durante 30 minutos.
Filtrar a través de una gasa y reponer el volumen anterior.



Anadir agar y glucosa.

Disolver por calentamiento.

Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
Envasar la mezcla.

NoAL

Agar extracto de suelo

Es un medio recomendado para cl mantenimiento de la torma micelial de /3. der itredis v M. capsulat
ademas favarcce la formacion de cleistotecios de dyellomyces dermetitides.

Composicion:

e Tierra de jardin 500 gr.

®  Agua de la llave 1200 ml

® Gilucosa 2 ur

e Extracto de levadura topr.

e KH2PO4 0.5 gr.

®  Agar 15 gr

Procedimicnio:

1. Mezclar la tierra con el agua.

2 Esterilizar a 121 °C durante 3 horas

3. Filtrar a través de papel filtro mientras esté caliente.

4. Reponer ¢l volumen hasta 1000 m!

5. Anadir los demas ingredicntes.

6. Ajustar el pHa 7.0.

7. Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
MEDIOS EMPLEADOS PARA AISLAMIENTO Y/O CONSERVACION
Agar Czapek-Dox
Es un medio pleado para 0 y conservacion de alyunos Actinomycetes, sc utiliza también para

1a identificacion de Aspersilins spp v Penicillium spp.

Composicion:

® Sacarosa 30 gr.

e Nitrato de sodio 2 gr.

e Fosfato dipotasico 1 gr.

e Sulfato de magnesio 0.5 gr.

e Cloruro potasico 0.5 gr.

e Sulfato ferroso 10 mg.

®  Agar 15 gr.

® Agua destilada 1000 ml,
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Procedimiento:

Disolver por calor todos los ingredientes.

1.
2. Ponerlos en cbullicién durante 10 minutos.
3. Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
4. Enwvasar.
Medio de Garrod
Se utiliza para aislar y conservar los Actinomycetes.
Compaosicion:
e Extracto de came 3 gr.
e Cloruro de sodio 5 ur.
e Peptona 10 gr.
e Almidon soluble 1 gr
e  Agar 20 gr
® Agua destilada 1000 ml.
Procedimiento:
1 Disolver todos los ingredientes en el agua
2. Estcrilizar a 121 °C durante 15 minutos
3. Envasar,

MEDIOS EMPLEADOS PARA AISLAMIENTO Y/O DIFERENCIACION

Agar-niger (Staib-Secliger)

Se utiliza para la identificacion de Cripte ngoformeans y su aisl o a parntir de substratos muy
contaminados. (. seaformans adquiere un color marron oscuro al desarrollarse en este medio de cultivo.
Composicion:
e Semilla de niger 50 gr
e Fostato de potasio dihidrogenado 1 ur
e Creatinina 1 gr.
e Pecnicilina 20 U/ml.
e Estreptomicina 40 mg/ml.
e Cloranfenicol I mg/ml.
e Difenil 100 myu/ml.
e Etano!l 1 ml
®  Agar 15 gr.
e Agua destilada 1000 ml.
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Procedimiento:

Preparar la solucion madre de extracto de levadura disolviendo 1a levadura en 100 ml. de agua.

Esterilizar por filtracion.

Disolver el agar en 1000 ml de agua.
Esterilizar a 121 °C durantc 15 minutos.
Enfriar a 45 °C.

Afadir 6 ml. de la solucion madre de extracto de levadura
Envasar

Medio de Gorodkowas

Se usa para la obtencion de ascas de Sgccharomyces cerevisiae,

Composicion:

Glucosa 0.63 gr
Cloruro de sodio 1.30 ur.
Extracto de came 2.50 gr.
Agua destilada 250 mt.
Procedimiento:

Mezclar los mgrednentes y disolverlos con calor.
Poner la 1 bullicion durante S mi >
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Agar alfacel

Se usa para la ob ion de clei ios de Ajellomyces capsularms.
Composicion:

Alfacel ( celulosa ) 20 gr.

MgSOa 1 gr

KH2PO4 1.5 gr.

Nitrato de sodio 1 gr

Extracto de levadura 0.5 gr.

Agar 20 gr

Agua destilada 1000 ml.
Procedimicinto:

Disolver por calentamiento todos los ingredicntes.
Ajustar el pH a 5.7.

Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.

Envasar,
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Agar avena-jitomate

Se utiliza para la obtencion de ascosporas de Arthronderma spp.

Comprosicion:

e Harina de avena para bebe 10 gr

® Puré de jitomate 10 ur

® MgSO: - 7H2O I gr

® Nitrato de sodio 1 gr.

® Agar 10 gr.

® Agua destilada 1000 ml.
Procedimienio:

1. Disolver por cal i los ingredi en el agua,

2. Ajustarel pHas6.

3. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos

4. Envasar.

Agar ceresl
Se utiliza para la produccion de ascocarpos de los hongos Gymnoascoceae.

Compaosicion:

e Cercal mixto precocido 10 gr.

e Fosfato dipotasico 1.5 ur

e Sulfato de magnesio 1 ur

e Nitrato de sodio 1 gr.

® Agar 18 gr.

® Agua destilada 1000 ml.
Procedimienteo:

1. Disueclva en el agua los componentes con calor.

2. ScajustaclpHa 5.6,

3. Seesteriliza a 121 °C durante 15 minutos.

4. Scenvasa.

Medio de gis

Se utiliza para obtener la fase sexual de Sac pmpces cerevisioe y permite diferenciarlo de otras levaduras
no ascosporadas.

Procedimiento:

1. En un tubo de cultivo de 15 X 150, colocur un fragmento de gis corado por su cje longitudinal en forma
diagonal,
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Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos
Agrcgar 3 ml de agua dostilada estéril.

Inocular en el centro dc la parte plana la levadura a estudiar.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 a 8 dinas. Se toma una muestra del cultivo y se tife con la téenica

LW

para ascosporas.

MEDIOS PARA DIFERENCIACION

Medio de prueba para dermatofitos ( DTM )

Se utiliza como medio selectivo para el aislamiento de dermatofitos a partir dc muestras muy contaminadas
con bacterias u otros hongos El indicador de pH permite identificar facilmente a los dermatofitos. pues por el
desarrollo de éstos c¢ambia el color amarillo del medio a rojo. debido a la degradacion de Ia fitona y a la

liberacion de los compuestos alcalinos.

Composicion
e Fitona de soya 10 gr.
e Dextrosa 10 gr.
e Agar 20 gr.
® Agua destilada 1000 ml.
e Solucion de rojo de fenol al 0.5 % 40 ml.
e HCIOS8N 6 ml
e Cicloheximida 500 mg
e Acetona 2ml
e Sulfato de gentamicina 100 000 U,
e Agua destilada estéril ml
® Clorotetraciclina 100ml.
® Agua destilada estéril 25 ml
® NaOHOI! N 15 ml
e Agua destilada c.b.p. 100 mi.

Prrocedimiento:
Disolver 0.5 gr. de rojo de fenol en 15 ml de NaOH y afore a 100 ml con agua destilada.
Disolver la cicloheximida en 2 ml de acetona. .

Disolver la gentamicina en 2 ml de agua estéril.

1

2

3.

4. Disolver la clorotetraciclina en 25 ml de agua estéril.

S. Disolverla fitona. la dextrosa y el agar por calentamiento en 1000 ml de agua destilada.
[

7

Aifiadir a la mezcla del agar, 40 ml de rojo dec fenol al 0.5 %.

Homogenizar y afadir la gentamicina.
Esterilizar a 12 libras de presion durante 10 minutos.
Enfriar a 47 °C y afiadir la solucian de clorotetraciclina en ambiente estéril

O.Envasar.
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Agar Trichopyton (1 - 7)

Se utiliza para la diferenciacion de los dermatofitos de acuerdo con sus idades vi ini (ver cuadro
3.1

Compaosicicn

a) Agar 1 ( medio base de caseina sin vitaminas ).

e Hidrolizado de caseina libre de vitaminas 2.5 ur
e Glucosa 40 gr.
& Sulfato de magnesio 0.1 gr.
# Fosfato de potasio 1.8 gr.
e Agar 15 gr.
& Agua destilada 1000 ml -

h) Agar 2.

e Agar 1 con 50 mg de inositol.

c) Agar 3.

e Agar | con 50 mg de inositol y 200 ug de tiamina.
o) Agar 3.

e Agar 1 con 200 ug de tiamina.

€) Agar 5.

® Agar 1 con 2 mg de acido nicotinico.

7 Agar 6 { medio base de nitrato de amonio sin vitaminas )

e Nitrato de amonio 1.5 gr.

e Glucosa 40 gr.

e Sulfato de magnesio 0.1 gr

e Fosfato de potasio 1.8 gr.

e Agar 15 gr.

e Agua destilada 1000 ml.

£ Agtar 7

® Agar 6 con 30 mg de HC] - histidina.
Preocedimiento:

1. Disolver por calentamiento los ingredientes del medio seleccionado.

2. Poner a ebulliciéon durante | minuto.

3. Esterilizar a 121 °C durante 12 minutos.
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Dermatofites

Cuadre 3.1 Caracteristicss de los dermatafites
invasiba al pele awtrich B
cspecifices

Trichophyton meniagrophyies

Ectotrix y endoctrix. Cadenas de
conidios tamafic mediano

No reportados

No reportados

Trichophyion rubrum Ectotrix y endoctrix. En la
primera, cadena de conidios
grandes; en la segunda, conidios
mis pequehos
Trichopinion schoenlgini Endoctrix. Hifas con burbujas No reporntados
aéreas en ef pelo; conidios
escasos O ausentes
Trichophyion 10nsurans Endotrix. Abundantes cadenas de | Crece mejor en preaencia de tiamina
conidios, lo que hace que el pelo
e encurve
Trichopyton vermucosmm Ectotrix. Grandes conidios en Todas las cepas requieren tiamina
cadenas
Trichophyion viokacewms Endotrix Tiamina. Muchas cepas requieren
bién i itol. El Arni
sumenta a 37°C
Trichophyion concentricum No se conoce Responde ligeramente a [a tiamina en
- el 0% de aislamientos
Trichaopinton soswdanense Endotrix como: No crece en nitrato de amonioc o
T ansy T. & histidina como i de nitrégeno.
No se estimula con tiamina
Microsporum canis Ectotrix. M de i Ni reportado. Crece
pequefias profusamente en arroz refinado
Microsprorum gypsesm Principal Ec ix. Conidi No reporntado
dispersos y en cadenas
Ectotrix. Similar aM. gypveum No reportado




perforantes.

QLM

Penetracion del pelo

Sc utiliza para la diferenciacion de algunos dermatofitos que tienen la capacidad de producir organos

Composicion:

Sol. de extracto de levadura al 10 % Iml
Agua destilada 20m!
Cabello de nifto prepuber cortados en fragmentos de | cm, esterilizados

Procedimiento:

Mezclar la solucién de extracto de levadura con el agua

Se vicrte 2 mi de la solucion en cada tubo.

Agregar de 5 a 10 cabelios por tubo

inocular los cabeilos con el hongo por estudiar

Incubar durante 4 semanas a temperatura ambicnte.

Observar los pelos aclarados con KOH o con azul de algodon.

Agar Biggy

Se utiliza para 1a identificacion de colonias de Candida spp v otras levaduras, las cuales toman una coloracion
que varia del marron al negro bollante. Inhibe el desarrollo de muchas bacterias y hongos contaminantes.

-

Composicion:

Glucosa 10 pr.
Extracto de levadura 1 gr.
Glicina 10 gr.
Citrato de bismuto amonico S gr.
Sulfito de sodio 3 gr
Cloranfenicol 0.5 gr.
Agar 20 gr.
Agua destilada 1000 mi.

Praocedimiento:

Disolver en el agua todos los in'gredientes.
Esterilizar a 110 °C durante 20 minutos.

Agar harina de maiz

clamidoconidios de (", albicans.

Se¢ utiliza para la produccion de seudohifas de levadura del uénero Curdida. y produccion de
Compaosicion:

Harina de maiz 62.5 yr
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Agua destilada 1500 ml
Tween 80 15 ml
Agar 19 ur.

Procedimento:
Disolver la harina de maiz en el agua destilada.
Decjar reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Filtrar a través de papel filtro y reconstituir ¢l anterior volumen.
Anadir el agar.
Afadir ¢l Tween 80.
Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
Agar harina de arroz - Tween

Favorece la produccion de clamidioconidios de €~ albicans.

Composicion:

Harina de arroz 10 ur

Tween 8O 10 mi

Agar 10 gr.

Agua destilada 1000 ml
Procedimiento:

Hervir durante 30 segundos la harina de arroz

Filtrar a través de gasa y reconstruir el volumen.
Agregar el agar y disolver.

Agregar ¢! Tween 80.

Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.

Dejar reposar toda la noche en baflo Maria a 60 °C.
Decantar la porcion clara y filtrar a través de una gasa.
Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.

Envasar.

Agar papa - zanahoria - bilis

Es un medio particularmente favorable para la ob ion de clamidi snidios en (. alhi
Composicion:

Pulpa de zunahoria 20 gr.

Puipa de papa 20 gr.

Agar 20 gr.

Bilis fresca de buey 150 ml.

Agua destilada 1000 ml.
Procedimienio:

Macerar la pulpa de la papa y l1a zanahoria durante una hora.



Poner la mezcla en cbullicion durante S minutos.

2.
3. Filtrar a través de papel filtro y reponer el volumen original
4. Afadir ¢! agar y fundirlo.
S. Anadir la bilis de bucy.
6. Esterilizar a 120 °C durante |5 minutos
Agar Papano-Levine ( cloruro de trifenil tetrazolio )

Se utiliza para identificar algunas especies del género (‘andida por ¢l color que desarrollan las colonias

sobre este medio. lo cual esta determinado por la capacidad que ticnen algunas especies de reducir el trifenil

tetrazolio cn diferentes grados

Cmb -

Composicitn:

Peptona 10 gr.
Extracto de levadura 1 gr.
Dextrosa 40 gr.
Agar 15 gr.
Agua destilada 1000 mi.
Cloruro de trifenil tetrazolio O.1 gr.
Neomicina o cloranfenicol 0.5 gr.

Procedimierio:

Disolver en el agua todos los ingredientes a excepcion del cloruro de trifenil tetrazolio.
Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos

Enfriar ¢l medio a 50 °C
Adadir el trifenil tetrazolio en condiciones de esterilidad

AjustarclpHa 60
Envasar.

Agar cascina

Se utiliza para diferenciar a Nocardia brasiliensts de otras especies de Nexcardia., con base en la capacidad

de hidrolizar la caseina.

Cabuw~

Composicion:

Leche en polvo descremada 10 gr.

Agua destilada. 200 mi.

Agar 2gr
Procedimiento:

Disolver la lcche en 100 ml. de agua, agregandola poco a poco para evitar la tormacion de grumos.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Disolver el agar en 100 m! de agua.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos

Enfriar ambas soluciones a 48 °C, se mezclan y se homogeneiza.

Envasar



Medio de gelatina para hidrélisis.

Se utiliza para demostrar la actividad proteolitica de algunas especies de hongos y de Actinomycctes
de mi ¥ Cromomicosis

Composicion:

e Gelatina

10 gr.
@ Caldo de infusion - corazon 2.5 gr.
e Agua destilada. 1000 mi

Procedimiemo;

Disolver los ingredientes por calentamicnto en ¢l agua.
Dejar a ebullicion durante 2 minutos
Ajustar el pHa 7.2

Lot~

Esterilizar a 15 libras de presion durante 10 minutos
Agar dextrosa - urea

Se utiliza para poner de manifiesto la produccion de ureasa por los géneros Trichopyton, Criptococcns v
Nocardia. f_a reaccion se hace evidente por el cambio de color del medio hacia el magenta.

Composicion:
e Dextrosa 1gr
e Peptona 1 gr.
« Cloruro de sodio 5 gr
e Fosfato monopotasico 2gr.
e Urea 20 gr.
e Agar 15 gr.
e Rojo de fenol 12 my.
® Agua destilada 1000 mi
Procedimienio:
1. Disolver la urea en 100 ml. dc agua destilada y esterilizar por filtracion.
2. Disolver los ingredientes resiantes en 900 ml. de agua.
3. Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
4. Enfriar a 50 °C.
5.

Agregar la solucién de urea en ambiente estéril.

MEDIOS PARA OBTENCION DE FASES PARASITARIAS

Agar infusién-cerebro-corazén

La siembra en este medio favorece la conversion de las fases miceliales de algunos hongos dimérficos en
fases parasitarias si se incuban a 37 °C.
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Compaosicion:

Agar infusion - cerebro - corazon 52 gr

Agua destilada

Procedimiento:

1000 mi

Mezclar ¢ medio deshidratado con el agua destilada

Calentar con agitacion frecuente y poner en ebullicion por un minuto

Vaciar 8 ml. del medio en tubos de tapon rosca
Esterilizar 1a mezcla a 121 °C duranic 1S minutos

Medio de Converse

Se utiliza para obtener las formas parasitarias (estérulas con endosporas) de Caoccidioide immitis.

Compaosicion:

Glucosa 1 M
Acetato de amonio 1 M

Fosfato de monopotasio | M

Fosfato dipotasico 1 M
Sulfato de magnesio 1 M
Sulfato de zinc 0 001 M
Cloruro de sodio 0 01 M

Bicarbonato de sodio 0.01 M

Cloruro de calcio
Agua destilada c b p

Procedimiento:

Mezclar todos los ingredientes y aforar con agua a 1000 ml.

22 ml.
16 ml
3.75ml
3 ml
1.6 mlL
1.24 ml.
24 mi.
14 ml

2 ml.
1000 ml

Llenar los tubos con 10 mi del medio
Esterilizar la mezcla a 121 °C durante 15 minutos.

Ajustarel pH a 6.5.

Medio para cultivo de esférulas

Composicion:

KH2PO4
ZnSO4
MgSOa
NaHCO»
CaCl>

NH4 acetato
Glucosa
KHPO«
NaCl

6.260 gr.
0.036 gr.
3.994 gr.
1.176 gr.
0.029 ur
12.334 gr.
39.635 gr.
6.846 ur.
0.014 gr.
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® Cascina hidrolizada 20 pr.

e  Agua destilada 1000 ml.
Procedimiernto:
1. Disolver los ingredientes en el agua
2. Ajusteel pHa6.0.
3. Esterilice la mezcla a121 °C durante 10 minutos
4  Disolver el medio a una proporcion de 1:10 con agua destilada estéril.
5 Disolver en tubos tapandolos con algodon y papel aluminio hasta el momento de utilizarios
6. Al momento de utilizar el medio, agregar lo siguiente
e Biotina 1°10 000 0Sml
e Glutaliona 0.005 M 0.5 ml.
7.

Las soluciones deberan esterilizarse por filtracion

Medio para células fi goid

Se utiliza para obtener in vitro las células fumagoides.
Composicion:
e Caldo dextrosa Sabouraud 1000 ml.
Composicicn:
1. Esterilizar el medio de Sabouraud a 121 °C durante 15 minutos.

2. AjustarelpHa2 5.

3. lInocular el medio con una cepa de Clamidiosporium carrioni.
4. Incubara 37 °C.

MEDIOS UTILIZADOS PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS

Auxonograma del carb en pl (asimilaciéon de carbohidratos)

Medio base: Se utiliza como sostén de los discos de azucares y para observar el crecimiento de las

levaduras para su posterior identificacion

Composicion:
e Extracio de levadura 0.67 gr.
® Agar noble 20 gr.
® Agua destilada 1000 m1l.
Procedimicrnto:

Disolver los ingredientes en el agua.

Poner en ebullicién suave durante 1 minuto..
3. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

4. Guardar en refrigeracion a 4 °C.

1.
2.
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Discos de azacarces para el auxonograma detl carbono.
Ingredientes:
‘s Discos de papel filtro estériles de § mm de diametro.

® Azucares (glucosa, lactosa, maltosa, sacarosa, rafinosa, galactosa), 20 O gr. de cada uno.
® Agua destilada, 100 ml por azucar

Procedimienio:

1. Disolver cada tipo de azticar en 100 ml. de agua.

2. Esterilizar por filtracion.

3. Sumergir los discos en las distintas soluciones de aziicares durante 24 horas.

4. Colocar los discos de papel en una caja de Petri y ponerlos en la estufa a 37 °C durante 24 horas.

5. Guardar los discos en un frasco estéril de boca ancha

Auxonograma del carbono en tubo (Wickerham)

Composicion:

e Extracto de levadura, 3 25 gr por azacar

e Carbohidratos (glucosa, lactosa. ratinosa, maltosa. galactosa. celobiosa), 2 50 ur por cada azucar.
Procedimrenio:

1. Disolver el extracto de levadura en 400 ml de agua (preparar una solucion para cada aziacar).

2. Esterilizar cada solucion a 121 °C durante 15 minutos

3. Dejar entriar a temperatura ambiente

4. Disolver cada azacar en 100 mi de agua

S Esterilizar las soluciones de azicares por filtracion

6. Agregar 100 mi de la soluciéon de cada azucar a 400 mi de solucion de extracto de levadura

7. Ajustar el pH de cada solucion a 5.6.

8. En condiciones de esterilidad, poner 2.5 ml de solucion a tubos estériles de 10 X 75

Zimograma

Se utiliza para identificar diversos géneros y especies fungicas, principalmente levaduras y algunas bacterias
pertenecientes a los Actinomycetes.

Compoxsicion:
e Caldo de infusion - corazon 25 gr.
e Sol. de azul de bromotimol al 1% 3mi

® Solucion de azucares al 10% (glucosa, lactosa, maltosa, galactosa. rafinosa, sacarosa). 1.0 ml de cada
solucion por tubo.
® Agua destilada 100 ml.

Procedimicnto:

1. Disolver ¢l caldo en el agua destilada.
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2. Afadir la solucion de azul de bromotimol
3

El azul de bromotimol se prepara mezclando 1 gr de colorante con 20 ml de NaOH al 0.1 N, cuando no
haya residuos se agregan 80 mil de agua destilada y se almacena a temperatura ambiente en la oscuridad
4. AjustarelpH a 7 2 - 7.3 a temperatura ambiente
s

Afadir 9 ml del medio a cada tubo, los cuales deberan contener un tubo de Durham invertido
6. Esterilizar los tubos a 121 °C durante 1S minutos

7. Adadir a cada tubo | ml de solucion de aziicares (excepto maltosa. 0.5 ml), esterilizada previamente por
filtracion

8. Inocular los tubos con 2

gotas de una suspension de levaduras por estudiar, una concentracion aproximada
a la de! tubo N° 1 de la escala de McFaraland.

COLECCION Y CONSERVACION DE CU

TIVOS

L.a coleccion de cultivos en un laboratorio de micologia es una herramienta valiosa v permancnte para el
micologo
En clla se conservan los aislamientos clinicos. ambientales, de reterencia, tipicos, de imporancia
epidemiologica ¥ todos aquellos que representen la historia micologica de la infeccion de un paciente
Todos cllos son Gtiles en la investigacion v en la ensedanza

Registro de cultivos

Para mantener un sistema uniforme de registro, se debe de seguir lo siguiente
Todo numero debe asignarse una sola vez

A continuacion sec lista la informacion que debe contener el registro de cada cepa

Numero de ingreso. nombre del hongo y fecha de ingreso a ta coleccion

Cuando. donde y por qui¢n fuc aislado ¢l hongo Para los aislamientos clinicos es atil un resumen clinico.
Cuando y quién envio el aislamiento.

Clasificacion taxonomica del hongo al ser recibido. La clasificacion puede ser o no correcta.
Cualquier nimero de coleccion, niamero de diagnéstico u otro nombre de ingreso del aislamiento.
La informacion anterior puede ampliarse o modificarse de acuerdo con las necesidades de cada laboratorio.

Recepcion de nuevos aislamicntos

Al recibirse un nuevo aislamiento para integrarse a la coleccion, deben de seguirse 1os pasos que se
presentan a continuacion:

1. Vaciar inmediatamente los datos del aislamiento en la libreta de ingresos. Escribir et nombre del hongo con
lapiz hasta que sc confirme su identidad. Si falta algin dato importante del aislamiento, hay que soliciiarlo a
quién lo envia

[N}

Realizar un examen directo y las prucbas bioquimicas necesarias para ascuurarse de que cl cultivo esta
clasificado adecuadamente

3. Depositar ¢l cultivo original en una placa de medio de agar papa - dextrosa (APD) para ascgurarse de que
el cultivo esta puro.

4. Una vez que se¢ ha confirmado la purcza ¢ identidad. asignar al cultivo un namero de ingreso y marcar
todos los tubos y placas con el mismo numero

5. Dec la placa con APD inoculada, preparar un examen directo permanente. marcado con el numero de
ingreso para depositarlo en 1a colecciéon de cultivos

6. Decla placa con APD inoculada, preparar 5 subcultivos en APD

7. Revisar los cultivos a intervalos de 7 dias hasta que se observe una buena conidiacion y/o esporulacion.

8. Conservar los S subcultivos distribuyéndolos de la siguiente forma:
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Con un subcultiv o preparar una suspension con
Colocar dos subcultivos en nitrogeno hiquido
Cubrir 2 subcultivos con aceite mineral estéril y almacenatlos

wita y almacenarla

Recuperacion de cultivos

ofilizados

En ocasiones | los laboratorios reciben cultivos liofitizados  Los cultivos se preparan en leche descremada,

suero humano o algun otro medio, v despues se liofilizan Para la recuperacion del cultivo, hay que seguir los
siguientes pasos

|8

aislamicntos se manticnen viable durante anos

cwa wn

W'NV—

Tener listo un caldo nutrittv o, como caldo Jdestiosa Sabouraud o agua destilada estéril para reconstituic el
matcerial liofilizado v medios de cultivo como agar dextrosa - Sabouraud v pipetas Pasteur

Con un tilo metalico triangular, hacer una Muesca en ¢l twbo que contiene ¢l material liofilizado Asegurarse
de dejar suticiente espacio en los extremos del tubo para que se pucda manejar con seguridad

Limpiar el exterior del tubo con uni gasa humedecida con alcohold al 70%6

Sosteniendoe el tubo con la wasa bumedecida con alcohol, romper el tubo en dos partes a nivel de la
muesca

En condiciones aseptivas, cologue con tn prpeta Pasteur unas gotas de caldo o anua destilada en el tubo que
contiene el material lotilizado

Permita que se suspendan todas las particutas en el caldo 0 agua Esto puede requerir de 15 a 20 minutos.
Con lu pipeta Pasteur, se extrac todo el materinl reconstituido ¥ se deposita en una placa de agar nutritivo
El material tumbién se puede depositar en caldo en lugar de agar Las dos técnicas son buenas. Cuando los
aislamientos se ohtienen de material liotilizado. ¢! hongo tarda aproximadamente ¢l doble de tiempo normal
parda su desarsollo

TECNICAS DE CONSERVACION

Técnica de cultivo ¢n agun

Probablemente esta sea la tecnicn mas

simple para mantener los

lamicntos tungicos: la mayona de los

Procedimento:

Zn condiciones asépticas, agregar 2 anb de agaa destlada estéril a un tubo con cultivo altamente esporulado
crecido en APD

Con un asa micologica estéril, desprender los conidios sin desprender el agat

Con una pipetn estéril, extraer a suspension v depositaris en un pequedo trasco estéril marcado con et
nuamero de ingreso. Sioel aislamicto oy una levadura, con una asa micologica transfiera una pequeda
cantidad de ta colonia directamente a un pequedio trasco estéril que contenuan de 2 a 3 m} de agua destilada
estéril

Si ¢l volumen de agua es menor de 2 il adadic agua destilada esteril

Cerrar hermeéticamente el frasco ¥ mantencerlo a temperatura ambiente

En cualquier momento se puede adicionar ayua destilada estéril

Procedinento para propaaear suhondiivos a partr de cnltivos deoaginca:

Limpiar ¢l cucllo v ¢f tapon del trasco con alcohol al 70%

Agitar el cultivo en agua para volver a suspender o hongo

Destapar el trasco, Hlamear la patte superior v con una pipeta, transterir aproximadamente de 02 a 0.5 ml
de la suspension a una placa de APD
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4. Cerrar herméticamentc el frasco y colocarlo en el lugar donde estaba almacenado

S. Incubar Ia placa de APD a una temperatura de 25 a 30 °C hasta que aparezca el crecimiento.

6. Preparar los subcultivos necesarios
Técnicas de congelacion

Procedimicerio.

1. Cerrar herméticamente el tubo que contenga el tubo por congelar (¢l tubo debe de ser de vidrio retractario)

N ¥ quec debe de tener un alto grado de conidiacion

2 Disminuir gradualmente la temperatura del tubo depositandolo primero en un recipiente que contenga hielo
¥ finaimente en nitrogeno hquido (- 70 °C)

Procedimiernto para preparar subcultivos:

1. Sacar el tubo que se encuentra en nitrogeno liquido vy depositarlo en un recipiente que contenua hielo para
d tarlo paulati 1ente. Destapar el tubo y con una asa micologica romper una colonia del agar
congelado. Tapar ¢l tubo nuevamente v colocarlo en el nitrogeno liquido, si el cultivo se deshiela, preparar
nuevamente un cultivo patron

2. Dispersar el inoculo en una placa de APD

3. Incubar la placa a 30 °C hasta que aparezca crecimiento

4 Hacer una preparacion simple para confirmar la identidad del cultivo

s

Preparar los subcultivos necesarios.

Se ha observado que las cepas de Lpidemaophyron floccosum v Lrichaophyton tonsurdns disminuyen
ad cuando se conservan a 4 °C  Por clio esta técnica no es recomendable para hongos de este tipo

Técnica de tr. i ia periddica y conservacion en refrigeracion.

En algunos laboratorios, la conscrvacion de hongos se lleva a cabo a través de 1a transferencia periodica de
cada aislamiento. sin embargo. esto tiene ¢l inconveniente de emplear mucho tiempo, ademas de que algunos
hongos. especialmente los dermatofitos, tienden a sufrir pleomorfismo con las resiembras

Una solucion alterna a la transferencia continua de cultivos ¢s depositar los aislamientos recién transferidos
en un refrigerados a 4 °C. En general. los hongos solamentc neccsitan ser transferidos aproximadamente cada
seis meses, aunque los cultivos sensibles deben transterirse a intervalos mas cortos

Los cultivos se transfieren uno o dos veces al afo, si se conservan en tubos con tapon de rosca. Para los
Mucorales, esta medida no es satisfactoria. ya que los tapones de rosca propician la acumulacion de CO2. el
cual es 16xico para algunos miembros de este grupo de hongos

Cuando se utilicen tubos con tapén de algodon, los cultivos deben de resembrarse cada 2 o 4 meses,
debido a la rapida deshidratacion del medio. Ademas del problema de la deshidratacion, los tubos con tapon de
algodén permiten la invasion de acaros al tubo, para 10 cual se deben tomar medidas especiales.



Técnica de cubierta de aceite mineral estér

Procedimiento:

1. En condiciones asépticas. s¢ vierte aceite mineral estenl a un cultivo con abund conidiacio
previamente crecido cn APD. El accite debe de cubrir todo el cultivo, de tal mancra que el nivel quede a l
cm por debajo del borde del tapén de rosca; de lo contrario, sera dificil ¢l manejo del hongo en una fecha
posterior

Cerrar el tubo y conservarlo a temperatura ambiente.

N

Procedimienitos para la preparacion de subcultivos:
I

1. Limpiar el cucllo v el tapon del tubo con alcohol al 70%%

2. Abrir el tubo. flamear la boca del mismo vy extraer un fragmento de la colonia con una asa micologica,
Evitar extracr filamentos que se¢ encuentren flotando en ¢l aceite pucs éstos generalmente dan como
resultado. subcultivos negativos

3. Retirar todo el aceite mineral posible del inoculo, tapar el tubo nuevamente y volver a almacenario.

4. Transferir el inoculo a un tubo con caldo dextrosa Sabouraud

5. Incubar a 30 °C hasta que aparezca crecimiento

6. Subcultivar en tubos con APD

7

. Hacer una preparacion en fresco para comprobar la identidad del hongo

Técnica de vaciéon permanente de cultivos
Procedimiceite:

1. Cultivar cl hongo que se va a conservar en tubos con APD, hasta la madurez del cultivo. El tubo debe de
tener tapon de algodon.

2. Impregnar totaimente el tapon de algodén con formalina al 10% (sin destapar el tubo) y mantenerio asi
durante tres dias.

3. Introducir el tapon de algodén hacia el interior del tubo de tal manera que quede un espacio de
aproximadamente 1 cm entre ¢l tapén y el borde del tubo.

4. Colocar una tapa de vaselina - parafina al 50% (VAS - PAR) de aproximadamente 0.5 cm de espesor sobre

el tapon de algodon y permitir que se solidifique.
5. Agregar una capa de resina sintética sobre la capa de VAS - PAR hasta el borde del tubo. Mantener el tubo
en posicion vertical hasta que se seque completamente la resina. Conservar el tubo a temperatura ambiente.

Recuperacion de cultivos aparentemente no viables
Los cultivos que parecen no ser ya viables. ocasionalmente pueden reactivarse Se pueden intentar varias
técnicas antes de considerar que los cultivos estan muertos.

Pr Jirmi, para i reactivar culnivos con caldo:

En condu:lones asépticas, agregar 2 a 3 ml de caldo dextrosa Sabouraud a un tubo de cultivo con un
© apar no viable.

Incubar el cultivo a 30 °C y reviselo periddicamente para observar cualquier crecimiento nuevo

Con una asa micologica transferir ¢l nuevo crecimiento a un tubo que contenga APD con cxtracto de

levadura al 1%.

Si no hay crecimiento después de 3 a 4 semanas, desechar el cultivo y anotar el resultado cn la libreta de

coleccion de cultivos.

[N
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Procedimicnto para intentar reacuvar cultivos con capas de agar.

En condiciones asepticas, con una pipeta se deposita de 2 a 3 mi de agar dextrosa Sabouraud fundido (50
°C) en €l tubo del aislamicnto aparcentemente no viable Cubrir exactamente la cima de la colonia con el
agar fundido.

]

Incubar el cultivo a 30 °C y revisarlo periodicamente para observar cualquicr crecimiento nuevo que cmerja
a traves de la fina capa de agar

3. Transferir el nuevo crecimiento a un tubo que contenga APD con extracto de levadura al 1%
4. Sino se presenta crecimiento nucvo en 3 a 4 semanas, desechar ¢) tubo y anotario en la libreta
Procedimiento para irtentar reactvar culiivos por homaogrenizacion:
1. En un tubo que contenga 1! m! de agua destilada, depositar tanta cantidad como sea posibic de un
aislamiento aparentemente no viable.
2. Con ¢l asa micologica fragmentar ¢! hongo
3. Transferir todo ¢l contenido del tubo a una caja de Petri que contenga APD con extracto de levadura al
1%. Cubrir el borde de la caja con parafilm para retardar la deshidratacion
4. Incubar la caja de Petri a 30 °C y revisarla pericdicamente para observar cualquier crecimiento nuevo.
5. Sino se observa crecimiento en 3 a 4 semanas desechar el cultivo y anotarlo en 1a libreta.
Procedimerito para reactivar hongos en medros enriguectdos:
1. Agregar a los tubos con cultivos, aparentemente no viables, 5 mi de caldo de infusion cerebro - corazon
(BH1) o de Sabouraud liquido con extracto de levadura al 2%
2. Agitar v desprender los fragmentos de la colonia de 1al forma que queden suspendidos en la fase liquida.
3 Incubar a 30 °C y revisar periddicamente para observar cualquier crecimiento nuevo
EY

Si no se observa crecimiento de 3 a 4 semanas, desechar ¢l cultivo y anotarlo en la libreta

Fijacién y sellado de cultivos para demostracion y ensedanza

Los hongos peligrosos como B. dermatitidis, C. s, H. cay / » P brasidiensis, deben fijarse
antes de ser utilizados como materiales de enscfianza. Un metodo satisfactorio consiste en utilizar formalina al
10%. se introduce un algodoén totailmente impregnado con formalina en el tubo que contiene el cultivo o se
puede utilizar ¢l tapon de algodon del mismo tubo. Este algodon se mantiene en el interior del tubo durante 3
dias. Después de este tiempo y bajo medidas de precaucion extremas, se recomienda intentar un subcultivo de

1a colonia para corroborar su no vialidad. En caso de ser necesario, se recomienda aumentar el nimero de dias
con la impregnacion con formalina (14).



GLOSARIO

Actinomiceto Bacteria filamentosa Gram positiva que pertencce a la orden de los Actynomiccetales
Acuminado: Que tiene una protuberancia o elevacion cerca o en ¢l centro de la colonia.

Aerébico: Que crece en presencia de oxigeno molecular

Anaerdbico: Que crece en ausencia de oxigeno molecular

Antropofilico: Hongo cuyo habitat natural ¢s ¢l hombre

Artroconidio: Conidio talico producido por fragmentacion de la hifa y que se libera por un proceso de
rexolisis o de esquizolisis

Asca: Estructura en torma de saco que contiene ascosporas que
meiosis

Ascocarpo: Cuerpo tructifero complejo que contiene ascas
Ascomycetes: Grupo de hongos que se reproduce por medio de ascosporas

Ascomycotina: Categoria taxonomica de los hongos (subdivision) en la cual la reproduccion es de tipo sexual
formandose ascas con ascosporas

Ascospora: Espora haploide producida generalmente dentro de un asca

Autétrofo: Microorganismo que puede crecer sin utilizar substratos organicos como fuente de energia
Aunonograma: Método para determinar la capacidad de las levaduras de utilizar diversas fuentes de carbono
© nitroégeno para su crecimiento

Ausxotrofo: Hongo que para su desarrollo en un medio requicre de sustancias especificas

Basidio: Estructura a partir de 1a cual se forman las basidiosporas como resultado de la cariogamia y meiosis.
los basidios son caracteristicos de los Basidiomycetes

Basidiospor: pora haploide producida sobre ¢! basto

Candelabro favico: Hifas ramificadas ¢ hinchadas ¢n los extremos. que se¢ observan principalmente en
trichophyiton schocnlen,

forman como resultado de cariogamia y

Carpéfore: Cuerpo fructifero de los Basidiomycetes que contiene a los basidios v basidiosporas.
Cerebriforme: Que ticne pliegues como el cerebro

Células fumagoides: Células dematiaceas, redondas. de pared gruesa, en ocasiones septadas. Estas células son
diagnosticas de la cromomicosis

Columnetia: Estructura en forma de domao, esténil, localizada en el extremo distal del esporangiéforo
Conidio: Propagulo originado por un proceso de reproduccién asexual

Conidibéforo: Hifa especializada sobre 1a cual se originan directa o indirectamente los conidios

Dematiiceo: Hongo provisto de pigmento marron. oscuro o negro. de la familia Dematiaceae

Dermatofito: Hongo queratinofilico que pertenece a uno de los géneros siguientes: 7richophyiton,
Eprdermaophyton o Microsporum.

Dimorfi Propiedad que tienen algunos hongos patogenos de presentar una morfologia en vida libre y otra
diferente, en la fase parasitaria

Ectotrix: Tipo de parasitacion dermatofitica en donde las esporas forman una cubierta en la parte externa del
pelo.

Endo-ectotrix: Infeccion del pelo en la cual las esporas y filamentos de dermatofitos se encuentran tanto
dentro como fuera del pelo

Endospora: Espora producida en el interior de una estérula o de un esporangio cerrado.

Endotrix: tipo de parasitacion dermatofitica en la cual las esporas se encuentran en el interior del pelo
Equinulado: Que posce cquinulas o pequefas espinas.

Espora: En micologia estructura producida por un proceso sexual o asexual La cual es una forma de
resistencia

Esporangiospora: Espora asexual que se produce dentro de un esporangio

Esporangio: Estructura generalmente vesiculosa que contiene a las esporangiosporas




Esporangiéforo: Hifa especializada portadora de un esporangio.

Esquizdlisis: Proceso enzimatico de scparacion conidial conidio-célula conididogena o conidio-conidio, a través
de la fision de un septo doble.

Estado imperfecto: Condicion de los hongos que presenta reproduccion asexual (anamortismo)

Estado perfecto: Condicion de los hongos que presenta reproduccion sexual (telemorfismo)

Esterigma: Punto de estrechamiento que origina una basidiospora sobre un basidio.

Fermentacién: Capacidad de algunos hongos de utilizar diversos azucares como fuente de cnergia con
produccion de acido y gas

Fungi imperfecti: Denominacion del grupo taxonomico de hongos de los cuales no se conoce su fase sexual o
estado perfecto

Gemacion: Forma de multiplicacion de las levaduras en donde la célula hija se desarrolla a partir de un brote
{(gema o yema) de la celula madre

Geofitico: Hongo cuyo habitat natural s el suclo

Glabroso: Liso

Godetes favicos: deproesiones observadas en la piel cabelluda producidas por la inteccion de Zrichoplhyton
schoernlenn.

at: Nicho ecolégico donde ¢l hongo crece v se desarrolla normalmente

o: Incoloro, transparente

¥ : Elemento estructural fundamental de los hongos. puede ser unicelular como las levaduras o pluricelular
tomando la forma de filamento septado o aseptado conjunto de hifas forma cl micehio

m en espiral: Hifa torcida en espiras

Hifa en raqueta: Filamento fungico formado por una sucesion de células piriformes

Holosartica: Reproduccion sexual por artroconidios que involucra a todas las capas de la pared celular y donde
la fragmentacion se lleva a cabo por un proceso de esquizolisis

Holoblastica: Reproduccion asexual por blastoconidios que involucra a toda la pared tungica a través de un
proceso blastico

Holotalica: Tipo de conidiacion en donde los conidios se originan a partir de las dos capas de la celula
comdiogena a traves de un proceso talico

Hongo: Organismo eucariote, perteneciente al reino Fung

Hongos superiores: Agrupa a los Deuteromycetes. Zygomycetes. Basidiomycetes y Ascomycetes.

fde: Manifestacion cutanea a distancia de hipersensibilidad a los productos tungu:os liberados durante la
infeccion.

Imbricata: Con referencia a un tipo de tifa, que presenta un patron regular de sobrecapas.

Intertriginosa: Que ocurre entre dos superficies opuestas de piel

Levadura: Hongo unicelular redondcado u ovoide que se reproduce sexual o asexualmente

Levaduriforme: Célula fungica que tiene forma de levadura

Macroconidio: Conidio que presenta un tamafo mayor de cinco micras y que generalmente presenta septos.
Megnspérica: Término emplieado por Sabouraud para describir la tifa de la cabeza de tipo ectotrix en donde
se observan grandes esporas en la superficie del pelo

Micetio: Conjunto de hifas que constituye el cuerpo de un hongo. N

Micelio aéreo: Micelio que se desarrolla sobre ¢l sustrato y en el cual se encuentran las estructuras
reproductoras.

Maicelio cenocitico: Micelio cuyas hifas no presentan septos (micelio continuo) ¥ en donde los nicleos y demas
organelos circulan libremente.

Micelio estéril: Micelio que no forma estructuras de reproduccion.

Miicefio septado: Micelio en donde las hifas presentan tabicaciones dispuestas en forma mas o menos regular;
cada tabicacidn presenta uno o varios poros que permiten la comunicacion citoplasmatica intercelular
Micelio vegetativo: Conjunto de hifas que se desarrollan en ¢l interior del sustrato y su funcién principal es
nutricional.

Microconidio: Conidio de un tamafo menor de tres micras, generalmente unicelular.

Microide: Término usado por Sabouraud para referirse a las esporas pequeiias en la invasion ectrotrix del
pelo.

Opor i Microor; ismo que habitualmente no causa entermedad, pero que al producirse algun
fendmeno de inmunodepresion en el huésped, lo puede infectar.
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Oospora: Espora de pared gruesa que se forma por la union de gametos de los Oomycetes.
Pectinado: En forma de peinc.

Piriforme: En forma de pera.

Pleomorfico: Que ticne mas de una forma. Se utiliza también para referirse a perdida de las estructuras
reproductoras caracteristicas que permiten identificar a algunos hongos! este fenomeno es frecuente en los
dermatofitos

Queratinofilico: Que prefiere la queratina.

Querién: Inflamacion postulosa de la piel cabelluda que involucra el foliculo piloso

Reproducciéon asesual: Multiplicacion celular por mitosis ¥ que en los hongos da por resultado la produccion
de conidios.

Reproducciéon sezual: Involucra la fusion de dos nucleos haploides compatibles y en los hongos da por
resultado la produccion de esporas.

Saprobio: Ser heterétrofo que se nutre por materia organica muerta

Zigospora: Espora que resulta de la fusion de dos gametangios compatibles. Caracteristica de los zigomycetes
Zoofllice: Hongos cuyo habitat natural son los animales inferiores.
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