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CONTENIDO DEL MANUAL
1.- Resiembra de los hongos filamentosos mas frecuentes :

a) Hongo dematiaceos.
¢ Cladospurium sp.

¢ Helminthosporium sp.
o Allernaria sp.

e Curvularia sp.

b) Hialinos.

¢ Penicillium sp.

o Aspergillus niger,
Asgpergilius clavatus.
Aspergilius fumigatus.
Aspergilius flavus.
Fusarium sp.
Cephalosporium $p.
Scopulariopsis sp.
Monilia sp.
Geotrichum sp.

¢) Zigomicatos.
 Mucor sp.

¢ Rhizopus sp.

e Adsidia sp.

o Cunninghamella sp.

d) Actinomicetos

» Streptomyces sp.

o Nocardia brasiliensis.

¢ Nocardia asteroides.

= Nocardia otitis - caviarum
» Actynomadure madurae
¢ Actynomadure pelletieri

2.- Hongos levaduriformes.
- Microcultivos.
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- Examenes en fresco.
- Macroscopia.

- Pruebas biolégicas.

- Pruebas bioguimicas.

albicans.
tropicalis.
Candida krusei.

parapsilopsis.
utilis.

Rhodotorula sp.
cereviceae.
Saccharomyces
bayanus.
Hansenula sp.

Cryptococcus neoformans.

3.- Micosis Superficiales.
- Resiembra.
- Macroscopia
- Microcultivos.
- Muestras parasitadas.

Dermatofitos.
rubrum.

» Trichophyton mentagropytes.
tonsurans,
concentricum.
canis,

o Microsporum
dypseum.

¢ E. floccosum



4 - Pitiriasis versicolor.
- Muestras parasitadas.
- Cultivos de P_gpvale.

5.- Tifa negra { Phaeoannellomyces werneckii).

- Macroscopia.
- Microscopia.
- Microcultivo.

6.- Pseudomicosis (Tricomicosis axilar)
- Muestras parasitas.
- Cultivo (C. tenuis).

7.- Micetoma.
- Actinomicético. - Eumicético.
- Gram, - Microscopia.
- Macroscopia. - Macroscopia.
- Pbas. Bioquimicas. - Pbas. térmicas.

8.- Esporotricosis.
- Microcultivo.
- Macroscopia en Sabouraud.
BHt / Gelosa sangre.
- Microscopia.

9.- Cromomicosis.
- Muestras parasitadas. ( biopsias)
- Microscopia.
- Macroscopia.
- Microcultivo. F. pedrosoi.
P.verrucosa.
C. carrioni.

10.- Coccidioidomicosis, histoplasmosis y paracoccidioidomicosis.
Observacion : Biopsias 0 muestras parasitadas.
Hongo en fase infectante.
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11.- Candidosis.
- Muestras parasitadas.

12.- Criptococosis.
13.- Aspergilosis.

14.- Mucormicosis.
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INTRODUCCION Y OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es realizar un manual de practicas, dirigidas
especificamente a la carrera de Q.F.B. - Bioquimico Clinico, el cual
aporte un conocimiento basico de cada una de las practicas y que le
otorgue al alumno informacion que realizara, y le dé una fuente
bibliegrafica de consulta e incluso le permita una rapida evaluacion. La
manera de como esta estructurado nuestro trabajo permite también
que este manual se convierta en una fuente de informacion y consulta
para el profesionista de laboratorio en general, debido a que la
informacién sobre una serie de metodologia y técnica para el
diagnéstico de las micosis mas frecuentes en nuestro medio.

La elaboracién de este manual tiene como objetivo secundario ayudar
en cada una de las practicas que elabora el alumno.

Contiene una secuencia Iégica y dirigida al aprendizaje de la micologia
general y médica. Este manual pretende también generar un aumento
en los conocimientos de la micologia debido a gque ha existido un
declive en esta &rea ; asi nos permite otorgar informacion actualizada
para el futuro QFB.



i)

INTRODUCCION.

La mayoria de los hongos tienen como principal
habitat natural el suelo, donde juegan un papel importante en ia
degradacion de la materia organica, como hongos saprofitos algunos de
ellos son capaces de invadir plantas causando enfermedades, otros se
encuentran en el aire y pueden generar graves problemas de
contaminacion, alergias respiratorias {rinitis y asma), en la industria
alimentaria, del papel, farmacéutica, de cosméticos, etc. Existen otros
hongos que se comportan como patégenos, pueden impiantarse en los
tejidos humanos o de animales, por medio de traumatismos a través de
diferentes vias como respiratoria, digestiva 6 cutanea.

Es importante el estudio e identificacién de los diversos tipos de hongos, la
cual se basa en las caracteristicas coloniales y morfologia microscopica
utilizando medios y técnicas especiales de cultivo, asi como pruebas
bioquimicas y bioldgicas.

Un primer requisito para llevar acabo un buen diagnéstico de laboratorio es
tomar una muestra y seleccionaria del sitio donde se encuentran las
lesiones activas.

En las micosis superficiales, los agentes causales afectan la piel y sus
anexos, de ellos los principales son: los dermatofitos y levaduras del tipo
Candida y Malassezia fuyrfur; en estas debe tomarse en cuenta la
localizacion y tipo de las lesiones, en seguida tomar la muestra clinica para
la observacién microscopica en fresco o tincién y cultivo de la mismas.

- En el caso de micosis profundas coccidioidomicosis, histoplasmosis; las

muestras pueden ser. expectoracién, sangre, liquido cefalorraquideo,
lavado bronquial o biopsia.

Cualquier muestra debera ser sometida a observacién en fresco o tincién y
cultivo.Estas técnicas serviran para poder identificar el agente etioldgico y
generalmente son suficientes para dar el diagnéstico. Dependiendo de la
muestra clinica, la observacion microscopica se realiza mediante un
examen en fresco con KOH al 20%, cloral lactofenol, tugo! o tinta china,
ademas con tinciones como la de Gram, Ziehl Neeisen, Wright o Giemsa.
Si se trata de una biopsia, las técnicas mas frecuentes usadas son la de
hematoxilina-eosina y la del acido peryédico de Schiff (PAS)

Por uitimo algunos hongos patégenos Sporothrix schenckii, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides _immitis provocan reacciones de tipo
inmunologico que permite hacer el diagndstico de la micosis. Estas

1
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reacciones son: introdermorreaccion, agiutinacion, precipitacion, fijacién de
complemento, entre otras.

CLASIFICACION.

La primera clasificacién que surgié fue la empirica, que divide a los hongos
en 4 grupos de acuedo al aspecto macroscdpico que presentan:

Hongos

Zetas u hongos macraschpices

Mohos vy filamentosos
Levaduras

Actinomicetos

Alexopulos y Mims, en su tercera edicién (1979) y de acuerdo a las reglas
internacionales, proponen la siguiente clasificacién que es la actual del

reino Fungae_ :

Reino

Fungae

Mycetac

Divislan

—  Gymnomycols

— Mastigomycols

— Amastigomycols [~

Subdivisidn Clase

Hengos acuéticos o inferlores

Zgomyceles
ygomycoling Trichomyceles

~ Ascomycoting Ascomyceles

[~ Basidlomycoting Basidiomyretes

= Deuteromycotina Deutramycetes o
tfangl imperect/

[
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En la clasificacion anterior Gnicamente hacemos énfasis en la division

Amastigomycota, que equivale a la anteriormente llamada Eumycota,
debido a que aqui se incluyen los grupos de hongos de interés médico, los

mas importantes para nosotros son los Deuteromycetes u hongos
imperfectas cuya clasificacion es la siguiente:

Clage Subclase Orden Familla

Sporabolomyretsles
Blastomycetidl
u:.[ Cryplococales —{ Cnyplococaceae

Deuvteromycete
o C‘o:lam#din[ Sphacroidsles
tung! lmperte Melanconisles
' Monllisceoe
Myphomycetidiser Monlliale Dematiscese
Agonomycetales Tuberculariaceae
o
Aycelis steriille

MORFOLOGIA COLONIAL Y MICROSCOPIA.(TIPOS DE MICELIO)

Para la identificacion de los hongos es fundamental conocer la morfologia
colonial macro y microscdpica, para la observacidn de la primera se toman
en cuenta los siguientes criterios:

a)Tiempo de crecimiento, el cual varia de 24 horas hasta 3
semanas dependiendo del génerc del hongo en estudio.

b)Medio de cultivo en que se desarrollan, que pueden ser ricos
conteniendo base nitrogenada (peptona), carbohidratos (glucosa,maltosa
etc.), vitaminas y pH ligeramente 4cido (5.6-6.8) 6 pobres en nutrientes.

¢)Temperatura la mayoria de los hongos crecen entre 0 y 55°C,
teniendo un rango de temperatura 6ptimo entre 20 y 30°C. Los hongos
oportunistas patégenos pueden crecer entre 35 y 40°C.

d)Aspecto, que puede ser: aterciopelado, pulverulento, velloso,
algodonoso , liso, rugoso, plegado, crateriforme.



e)Pigmentacidn: al reverso de la colonia se observa el pigmento del
hongo, el color superficial de la colonia es variable debido al pigmento del
micelio o de las esporas, ademas algunos hongos producen pigmento que
difunde al medio.

El micelio puede clasificarse de acuerdo a diversos criterios como a
continuacion se describe

Hongos levaduriformes

{levaduras) Pseudomicelio
Morfolégico
Hongos filamentosos Cenocitico o continuo
Septado o tabicado
Vegetativo 6 de nutricion.
Fisiolégico I:
Reproductor { aéreo )
Macrosifonado > 1um.
Diametro de
hifa.
Microsifonado < 1um,

Produccion |: Hialino (sin pigmento)

de
pigmentos Pigmentado -—-—-[ Carotenocide
Fuliginoso 6 dematiaceo



FORMAS DE REPRODUCCION

Una de ias caracteristicas mas importantes de los hongos, es que siempre
se reproducen por esporas que son sexuales y conidias que son
asexuales, la diferencia de ambas es que en la primera existen células y
érganos sexuales diferenciados, que pueden llevar a cabo la fusién de dos
nicleos y por lo tanto -hay intercambio de material genético, con la
posibilidad de que aparezcan nuevas propiedades.

Debido a la gran cantidad de esporas asexuales que presentan los hongos
no se ha podido unificar criterios para hacer una clasificacion que
comprenda todos los aspectos que las caracterizan. Por esta razén existen
varias clasificaciones de las esporas basandose en diferentes criterios
COmo Son:

origen, tamafo, disposicion en la hifa, nimero y posicion de los septos,
etc. Sin embargo, para el objetivo del curso se propone la siguiente
clasificacion:

CLASIFICACION MORFOLOGICA TRADICIONAL

grltmsporas
astosporas
TG'“P‘"Gé Clamldopspotas

Dictiosporas

Esporas Microconidias
g Conldias<

Macroconidias

Asexuales
Esporanglosporas | Zoosporas o esporas moviles
[ Endosporas) Aplanosporas o esporas inmbviles
REPRODUCCION SEXUAL

Los hongos se mantienen en la naturaleza mediante su reproduccién
asexual, pero bajo ciertas condiciones de laboratorio 0 ambientales se
reproducen sexualmente dando como resultado las esporas sexuales:
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Zigomicetos ——  Zigosporas

Esporas
Sexuales

Ascomicetos Ascosporas

Basidiomicetos ~— Basidiosporas

Actualmente hay una nueva clasificacién, que se basa en nombrar como

esporas solamente a las formas sexuadas y conidias a la reproduccién
asexuada 0 imperfecta, de manera que se tienen dos grupos:

1)Esporas 2)Conidios
(Sexuales) (Asexuales)
Basidiosporas Artroconidios
Ascosporas Blastoconidios
Zygosporas Clamidoconidios
Dictoconidios
Aleuroconidios
Microconidios

Macroconidios
Esporangioconidios (Endosporas)
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HONGOS FILAMENTOSOS CONTAMINANTES

INTRODUCCION.

La Micologia es 1a rama de la biologia, que se dedica al
estudio de los hongos tanto microscopicos como macroscopicos (zetas),
en este curso nos dedicaremos uUnicamente al estudio de los primeros
como contaminantes patbgenos.

Los hongos tienen caracteristicas particulares, que los hacen clasificar en
un reino independientemente ; las mas importantes son :

- Microorganismos heterétrofos (quimiorganétrofos) por lo que tienen que
alimentarse de materia orgénica preformada que utilizan como fuente de
energia y de carbono.

- Eucariontes, es decir presentan un nlcleo diferenciado con sistema
endomembranoso bien definido.

- Tienen una pared celular formada por quitina, glucanas, mananas,
derivados celuloides, etc.; esta pared es rigida, por lo que no pueden
fagocitar alimentos sino que los hongos absorben los nutrientes simples y
solubles que obtienen a! desintegrarse polimeros mediante enzimas
extracelulares llamadas despolimerasas.

- La estructura fungica consta de un complejo llamado talo o micelio, que a
su vez esta constituido por multiples filamentos o hifas, estructura tubular
ramificada de 2 a 10 micrémetros de diametro.

OBJETIVO.

Que el alumno adquiera el conocimiento necesario para
el manejo é identificacién de los hongos fitamentosos, que son de interés
como hongos contaminantes de diversas industrias, como hongos
oportunistas y alergénicos.



MATERIAL.
Cepa:  Clamidosporium sp.

Alternaria sp.
Curvularia sp.
Penicillium sp.
Aspergiitus niger.
Aspergillus fumigatus.
Aspergillus clavatus.
Aspergillus flavus.
Fusarium sp.
Cephalosporium sp.
Scopulariopsis sp.
Mcnilia sp.
Geotrichum sp.
Mucor sp.
Rhizopus sp.
Absidia sp.
Cunnighamella sp.
Streptomyces sp.
Tubos de gelosa inclinada.
Cajas con Sabouraud dextrosa.
Cajas para microcultivo.
Matraz con glicerol al 10% (esteril)
Colorantes para tincién de actinomicetos.
Eritrocina.
Balsamo de Canada.
Xilol.
Acetona y Alcohol etilico.
Asa micolégica.
Bisturi, pinzas y tijeras.
Portaobjetos y cubreobjetos.
Mechero.
Microscopio.

TECNICA.
1._ Realizar la resiembra de las cepas tomando un fragmento
de la colonia 6 masas filamentosas, con el asa de alambre, esterilizada
previamente a la flama y colocando por medio de picadura.



2._ Hacer los microcultivos siguiendo la técnica :

-Fragmentar con la ayuda de un bisturi ! medio de cultivo en cuadros de
aproximadamente 1.5 x 1.5 cm.

-Colocar 1 o 2 “cubos” del medio fragmentado sobre uno de los
portaobjetos.

-Sembrar el hongo a estudiar por los cuatro lados del medio de cuitivo.
Agregar a la caja de Petri de 10 a 15 ml. De agua glicerinada esteril al
10%.

-Sellar la caja de Petri con cinta adhesiva.

-Incubar dependiendo del hongo a estudiar. Realizar tincién especial para
microcultivo.

3._Realizar examenes en fresco de cada hongo.

4._Descripcion de ia macroscopia de las colonias de los hongos.

RESULTADOS.

A) MACROMORFOLOGIA.

A.1) Clamidosporium sp.
Medio de cultivo
ANVERSQ.Tamaro

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.2) Helminthosporium sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamario
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.




A.3) Alternaria sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamano

Calor

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A 4) Curvularia sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamaio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.5) Penicitlium sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamario

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.6) Aspergillus niger.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamano

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.




A7) Aspergilius fumigatus.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamano

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.8) Asperqillus clavatus.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.9) Aspergillus flavus.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSQ.

A.10) Fusarium sp.
Medio de cultivo

ANVERSQ.Tamarlo

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.




A.11) Cephalosporium sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamaito

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.

A.12) Scopulariopsis sp.
Medio de cultivo

ANVERSQ.Tamaiio

Color

Forma ‘

Caract. especial

REVERSO.

A.13) Menilia sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamarfo

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.

A.14) Geotrichum sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A.15) Mucor sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamaiio

‘Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

~ A.16) Rhizopus sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.17) Absidia sp.
Medio de cultivo

ANVERSOQ.Tamaito

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.18) Cunnighamella sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.




A.19) Streptomyces sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamano
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.
B} MICROMORFOLOGIA.
B.1) Clamidosporium sp. B.2) Helminthosporium sp.

O C

B.3) Alternaria sp. B.4) Curvularia sp.



B.5) Penicillium sp. B.6) Aspergillus niger.

O C

B.7) Aspergillys fumigatus. B.8) Aspergillus clavatus.

O C

B.S) Aspergillus flavus. B.10) Fusarium sp.



B.11) Cephalosporium sp. B.12) Scopulariopsis sp

OC

B.13) Monilia sp. B.14) Geotrichum sp

O C

B.15) Mucor sp. B.16) Rhizopus sp.




B.17) Absidia sp. B.18) Cunninghamella sp.

B.19) Streptomyces sp.

Observacidn de los resultados de los exadmenes en fresco.

B.1) Clamidogporium sp. B.2) Heiminthosporium sp.




B.3) Alternaria sp. B.4) Curvularia sp.

OC

B.5) Penicillium sp. B.6) Aspergitlus niger.

OO

B.7) Aspergillus fumigatus. B.8) Aspergillus clavatus.



B.9) Aspergillus flavus B.10) Eusarium sp.

OC

B.11) Cephalosporium sp. B.12) Scopulariopsis sp.

OO

B.13) Monilia sp. _ B.14) Geotrichum sp.



B.15) Mucor sp B.16) Rhizopus sp.

OC

B.17) Absidia sp. B.18) Cunninghamelia sp.

B.19) Streptomyces sp.

20



CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.
1._De los hongos mencione :
a) Forma de nutricién.
b) Componentes que forman la pared ceiular.
¢) Unidad basica {micelio)
2._Mencione la divisién en la que incluye la mayor parte de hongos de
importancia médica.
3._Mencione qué es un hongo dematiaceo y de 3 ejemplos.
4._Del género de Aspergillus describa tipo de micelio y estructuras
espeaallzadas
5._Mencione 5 diferencias entre hongo verdadero y un actinomiceto.
6._Mencione las formas de reproduccién asexuada de los hongos.
7._Indique la funcién de las modalidades de micelio.
8._Ponga 3 ejemplos de hongos indicando el tipo de reproduccion :

Nombre del hongo Forma de Forma de
reproduccion reproduccidn
sexuada. asexuada.

21



BIBLIOGRAFIA.

Alexopoulus, C.J. y Mims, C.W. (1979). introductory
Mycology, 3a.ed. Edit. John Wiley and Sons.

McGinnis, M. Ajello, L. y Schell, W. (1985). Mycotic
diseases. A proposed nomenclature. Int. J. Dermatol.,24 :9-25

Talbot, P.H. (1971). Principles of fungal Taxonomy.
St. Martin’s Press. New York USA.

2



HONGOS LEVADURIFORMES

INTRODUCCION.

En la préactica anterior se dio a conocer las
caracteristicas fundamentales de ios hongos. Pero cabe mencionar que
los hongos levaduriformes son microorganismos unicelulares mono, bi o
poligemantes; se reproducen sexuaimente (forma perfecta), por
ascosporas o asexuaimente (forma imperfecta) por blastoconidios.

Su macromoifologla es ia de colonias de aspecto mucoide de color blanco,
crema, beige a naranja.

REPRODUCCION ASEXUAL

Esta forma se obtiene adecuadamente en los medios de Sabouraud agar,
gelosa sangre, agar de cerebro-corazén, a temperatura ambiente y se
lleva a cabo de dos maneras:

A)- ESQUIZOGENESIS O BIPARTICION. En este caso se forma un
tabique transversal, ejm.Schizosaccharomyces sp.

B).- GEMACION. El protoplasma de las células se forma a partir de un
pequefio crecimiento externo de ia pared, ilamado "brote”, crece y alcanza
el tamafo de la célula madre; la mayor parte se reproducen asl.

REPRODUCCION SEXUAL

Esta forma se obtiene en medios generaimente pobres tales como el V-8,
zanahoria, gis, madera, gelatina. Gorodkowa; dos factores determinan la
formacion de asocosporas:

-La carencia de nutrientes como en el medio de gis o periédico.

-Nutrientes especiales y acumulaciéon de metabolitos t6xicos como en el
V-8, zanahoria.

El ciclo perfecto se lleva a cabo en tres fases: 1a.Haplontes, 2a.Diplontes y
3a.Haplonte en esta ultima se lleva a cabo la formacion de ascas; que
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pueden encontrarse dentro de cuerpos de fructificacion llamados
ascocarpos.

La clasificacién estrictamente taxonémica de hongos levaduriformes se
encuentra en dos subdivisiones; sin embargo, una clasificacion mas
sencilla es ta adoptado por Lodder y Kregervand Rij (1967). En las que las
divide en tres grupos de importancia:

a) Levaduras ascosporadas: se refiere a las que se reproducen por
blastoconidios y ascosporas (Ascomycotina) vg. Hansenulla, Pichia,
Saccharomyces, etc.

b) Levaduras basidiosporadas (balitosporas): un ejempio claro es el

Cryptococcus _neoformans, que sexuaimente se reproduce por
basidiosporas y asextualmente por blatoconidios encapsuiados.

¢) Levaduras anascosporadas: se refiere a las que Unicamente se
reproducen por blastoconidios. La familia Cryptococaceae (clase
blastomycetes), es la de importancia médica.

Los hongos levaduriformes no pueden ser identificados en su
género/especie micromorfolégicamente, salvo algunas excepciones, como
el Cryptococcus sp. (por la presencia de capsula), ya que en todos los
géneros se observan formas unicelulares, por lo que para su identificacién
commecta nos apoyamos eh pruebas biolégicas como: inoculacion de
animales, fisiologicas, bloquimicas y algunas inmunologicas.

En e! caso particular de Candida y Cryptococcus, las pruebas de
inmunofiuorecencia, ELISA y recientemente la aglutinacion directa en

particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-manana
(Candida) y anti-glucoronoxilomanana (anti-GXM, Cryptococcus), estan
siendo utilizadas. En esta Uitima se cuantifican los antigenos circulantes
en muestras de suero o LCR de pacientes con sospecha de estas micosis
oportunista

OBJETIVO.

Conocer los procedimientos bésicos para la identificacion
de hongos levaduriformes, tomando en cuenta las caracteristicas
coloniales y microscépicas; ast como las pruebas biolégicas y bioquimicas.
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MATERIAL.

Cepa: Candida aibicans.
C.tropicalis.
C. krusei.
C. parapsilopsis.
Saccharomyces cereviceae.
S. bayanus.
Cryptococcus neoformans.

Rhodotorula.
Hansenulia.
Tubos de gelosa Sabouraud inclinada.
Juego de colorantes para tincion de Gram
y tinta China.
Juego de colorantes para tincién de Ziehl-Neelsen.

Medio de Biggy-Nickersson.

Medio de Com-meal (Harina de malz) + tween 80 (1%).

Medio agar alpiste negro { Guizotia abyssinica ).
Suero humano.

Serie de carbohidratos para realizar pruebas
bioguimicas.

Asa micologica.

Mechero.

Microscopio.
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TECNICA.

1._Realizar la resiembra de las cepas tomando un
fragmento de la colonia, con el asa de alambre, esterilizada previamente a
la flama y colocando por medio de picadura en el tubo de gelosa
Sabouraud inclinado. Se incuba a 28°C. durante 48-72 horas.

2._ Descripcion de ia macroscopla de los hongos proporcionados.

3._ Realizar examenes directos de cada hongo asl como las tinciones
comespondientes, en donde se observard grandes acimulos de
blastoconidias de aproximadamente 2-4 micrometros de diémetro y
pseudomicelio cortos o largos.

4._ Llevar a cabo las pruebas biolégicas utilizando el suero humano para
la formacion de tubo germinativo (2-3 hrs. a 37°C) y el medio Com-meal +
tween 80 (1%) para la formacién de clamidoconidios.

6._ Llevar a cabo las pruebas bioquimicas utilizando la serie de
carbohidratos.

RESULTADOS.
A)MACROMORFOLOGIA.
A.1) Candida albicans
Medio de cultivo
ANVERSOQO.Tamafio
Color

Forma

Caract especial

REVERSO.
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A.2) Candida tropjcalis,
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract especial

REVERSO.

A.3) Candida lrussei.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafo

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.

27



A.4) Candida parapsilopsis.
Medio de cuitivo

ANVERSO.Tamafo

Color

Forma

Caract especial

REVERSO.

A.5) Saccharomyces cereviceae.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.
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A.6) Saccharomyces bayanus,

Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.

A.7) Cryptococcus neoformans.

Medio de cuitivo

ANVERSQO.Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.
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A.8) Rhodotorula sp.
Medio de cuttivo

ANVERSQ.Tamafio

Color

Forma

Caract.especiai

REVERSO.

A 9) Hansenulla sp.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.
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B) MICROMORFOLOGIA.

B.1)Candida albicans. B.2)Candida tropicalis.
B.3)Candida krusei. B.4)Candida parapsilopsis.

O O

B.5)Saccharomyces cereyiceae. B.6)Saccharomyces bayanus.

OO



B.7)Cryptococcus neoformans. B.8)Rhodotorula sp.

O

8.9)Hansenuila sp.

Resultados de las pruebas bioldgicas y bioquimicas realizadas.
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CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.

1._ Mencione 5 géneros de hongos levaduriformes
que se reproducen por ascosporas.

2._Indique fos criterios biolégicos para tipificara G. albicans.
3._Mencione 4 diferencias entre C. necformans y C. albicans.
4._Mencione 4 diferencias entre S. cereviceae y C. albicans.

5._Explique el fundamento de la prueba de aglutinacion de Ag
Criptococoésico.

6._Explique el fundamento de la utilizacién del medio alpiste agar negro.
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DERMATOFITOSIS

INTRODUCCION.

Las demmatofitosis o comunmente llamadas tinas, son
un conjunto de micosis superficiales que afecta la piel y sus anexos {ufias
y pelos); los agentes etiolégicos son los hongos, parésitos de la queratina
denominados dermatofitos que estdn comprendidos en los géneros:
Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton.

Se caracterizan por presentar filamentos ramificados y artroconidias en
estado parasitario Ios cuales ayudan al diagnostico de las tifas por el
examen en fresco.

Los dermatofitos son altamente ubicuos y pueden desarrollarse con
distintos tipos de nutrientes, desde escasos hasta muy elaborados lo que
se sugiere 3 tipos de habitat, clasificandose en :

- Geofllicos. dermatofitos que regutarmente viven en la tierra y en
raras ocasiones atacan al hombre y a los animales. La especie Mas
frecuente es M. gypseum, que produce tifias de la cabeza, cuerpo y ufias.

. Zoofllicos. Son dermatofitos que regularmente atacan a los
animales y ocasionalmente al hombre. Este tipo de hongos podemos
dividirlo en 2 grupos: el primero afecta a los animales domésticos-urbanos,
gue provocan la mayor cantidad de tifias en el hombre por su constante
contacto: sobre sale M. canis que tiene como reservorio natural a gatos y
perros y, es el causante de un 40% de las titas de la cabeza y cuerpo en
México.

- Antropofllicos. Son dermatofitos que atacan al hombre Yy
excepcionalmente a los animales.

Las dermatofitosis o tifias se dividen dependiendo de la region anatémica
en donde se presenta teniendo:

TINAS:
-De ia cabeza Es una infeccién o parasitacion det pelo,
o tinea capitis piei cabelluda y anexos ( cejas y pestafias).



-Delabarba o
bigote o tinea barbae

-Del cuerpo o
corporis

-Delaingle o
cruris

-De loa pies o
peadis

Dennatofitosis cronica que afecta cara ycuello,
sobre todo en las areas pilésas.

Dermatofitosis superficial que afecta la piel tinea
lampifia,que se caracteriza por dar placas
eritemato-escamosas y pruriginosas.

Dermatofitosis superficial, que afecta la region tinea
ingino-crural, periné y en raras ocasiones
genitales.

Dermatofitosis superficial que afecta los pies, tinea
sobre todo en pliegues interdigitales, plantas y
esporadicamente el dorso.

La tifia de los pies generaimente se presenta de tres formas o variedades.

1._ Intertriginosa.

2._ Vesiculosa.

3._ Hiperqueratdsica.

-De las mancs o
tinea mannum

-De las ufias o
unguium

Dermatofitosis superficial que afecta las palmas
y dorsos de las manos. En un iniclo comienza

con pequefias vesiculas, ligeramente eritema-
tosas, que se localizan en la paima de la

mana, §on MUy pruriginosas y por el rascado

se rompen dando paso a placas eritemato-
escamosas; en este estadio es importante
diferenciarias de (dermatofitides y candidides).

Dermatofitosis que afecta las ufias de los pies tinea
y manos.Se inicia por el borde libre o distal,
avanzando hacla la base de la ufa;
excepcionaimente puede comenzar de la

cuticula.
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-tifa generalizada Las dermatofitosis pueden generalizarse en
algunos pacientes con desérdenes
inmunolégicos (inmunidad celuiar o factor
sérico antidermatofitica) y por io tanto
afectar cabeza, cuerpo, ufias, etc.

-tina imbricada o Dermatofitosis superficial crénica, que afecta
Tokelau la piel iampifia y es causada exciusivamente

por.
T. concentricum, que se caraceriza dando

lesiones eritemato-escamosas, dispuestas
de manera concéntrica o imbricada.

TIPOS DE PARASITACION DEL PELO

Tricofitica
Seca B5% [ Microspbrica

Querlon de Celso
Inflamatoria ‘5"E Granulomas dermatofficos
Fawus -

Tifia de la ubeza[

Tifia de batba y bigote. Es similar a la tifta del cuerpo(pero se
presenta de manera inversa).

Mcrosplrica
— |: { W.caris 6 gpsem)

Tricofitica
(L tonsurans 6 T. mentagrophytes)



Grupo Tipo de Parasitacién |Agente Etiolégico
ENDOTRIX
a)Tricofitico Abundantes T.tonsurans.
conideas de 8 a 12|Y.violaceum.
micras de diametro.
b)Féavico Hifas anchas, con T._ schoenieinii.

: burbujas de aire sin
conidias.

ECTO-ENDOTRIX
a)Microspérico Abundantes M.canis.
microconidias de 2-|M.panum.
6,micras coni M.gypseum.
predominio ectétrix |
b)Megospdrico Abundantes conidias | T ochraceum.
dispuestas en fila, | T.equinum.
arrosariadas de 5-8
micras con
predominio ectétrix
c)Microide Abundantes conidias|T.mentagropnyie
de 35 micras | T.rubrum
dispuestas en fila e|(excepcional)
hifas

En el caso de las tifias tricofiticas, por lo regular se presenta una sola
placa y cuando estd en pliegues como ingles, interdigitales Yy
submamarios, se extienden a través de las iineas de éstos y no en forma
concénirica. En camblo en la tifias microsporicas se presentan varias
placas, o anillos bien delimitados.

E) dlagndstico de laboratorio, se realiza por medio de exdmenes directos
que nos revelan la parasitacion del hongo; los cultivos son confirmatorios.
Las biopsias y pruebas inmunolégicas (IDR) solamente se deben hacer en
casos de tiftas profundas.

TOMAS DE MUESTRA:
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A) Para la tifta de la piel cabelluda se deben recolectar los pelos cortos,
con ayuda de una lupa y pinza de depilar, se coloca entre dos
portaobjetos

B) y se dividen en dos partes para su observacion y cultivo; cuando no
existen pelos, se pueden tomar escamas y/o pus.

B) Para la piel lampifia, se recolectan las escamas raspando por medio de

dos portacbjetos en el limite de la placa escamosa (borde activo).

C) Para las ufias se toma con un bisturl el polvo y fragmentos obtenidos,

los cuales se colocan entre dos portaobjetos; se sugiere tomar de las

partes mas intemas de la ufia.

D) En las tifias profundas, son sumamente utiles los fragmentos de

biopsia, los cuales se maceran con solucion salina y se dividen en dos

partes para su observacion y cultivo.

La luz de Wood, resuita ser un recurso mas para el diagnostico,

particularmente en &reas pilosas de parasitacién ectétrix la informacion se

resume en la siguiente tabla:

Dermmatofito Fiuorescencia (Luz de
Wood) (color) ‘

T.schoenleinii Gris-verdoso
M.canis Verde-brillante
M.audouinii Verde-briltante
' M.gypseum Verde claro
T.tonsurans
T.mentagrophytes
T.violaceum No fluorescen
T.ochraceum

OBJETIVO.

Reconocer que la morfologia macro y microscdpica de los
agentes causales de estas enfermedades es fundamental y auxiliar en el
diagndéstico.
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MATERIAL.
Se divide en dos partes:
1) Muestras Biologicas.

Cepa: Trichoph .
mentagrophytes.
topsurans,

Migrosporum canis.

gypseum.
Epidernophyton floccosum.

2) Muestras recolectadas por los alumnos de
escamas de pies y ufias.

Tubos de Sabouraud y Micosel.

Medio de Sabouraud.

Medio PZ ( papa-zanahoria).

Medio PZ + 1% de dextrosa.

Medio PZ + 1% de pepiona.

Medio PZ + 1% de almidon.

Medio PZ + 1% de peptona + 1% de almidén.
. Cajas con Sabouraud dextrosa.

Cajas para microcuitivo.

Matraz con glicerot al 10% (esteril).

Solucion de KOH al 20%.

Bisturl, pinzas y tijeras.

Portaobjetos y cubreobjetos.

Asa micologica.

Mechero.

Microscopio.

TECNICA.

_ 1._Realizar la resiembra de las cepas tomando un
fragmento de la costra ¢ filamento, con el asa de alambre, esterilizada
previamente a la flama y colocando por medio de picadura en el tubo de
Sabouraud y Micosel respectivamente. Se incuban de 10 a 15 dlas a
temperatura de 25-28°C.
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2._Observar y anotar las caracteristicas macroscopicas de las cepas
proporcionadas y sembrartas de la siguiente forma:

CEPA MEDIO(de conservacion).
I. cubrum PZ +1% de dextrosa.
1. mentagrophytes
E. floccosum.
T.tonsurans PZ + 1% de peptona.
M. gypseum
T. concentricum. Sabouraud.
_canis PZ + 1% de almidén + 1% de peptona.

3._Hacer un microcultivo, para cada cepa siguiendo la técnica ya
mencionada anteriormente.

4. _Observar al microscoplo las muestras recolectadas por alumnos
- (escamas de pies y ufias ); realizar un examen directo. a) Pelos.- se
colocan con la ayuda de una aguja de diseccion entre porta y cubre
objetos con.una gota de KOH al 20%, la preparacién se debe calentar
ligeramente, aunque no en exceso, o bien se aconseja dejarlo con KOH de
15 a 20 min. (sin calentamiento).

b) Escamas.- ias escamas provenientes de la tifia del cuerpo o uftas, se
colocan entre porta y cubreobjetos con KOH al 20%; sl son muy grandes
_ se deben fragmentar con bisturi; la preparacion se callenta directamente ai
mechero para acelerar el aclaramiento. Por tltimo realizar el microcultivo
en medio PZ.



RESULTADOS.
AMACROMORFOLOGIA.

A.1)Trichophyton rubrum
Medio de cultivo

ANVERSOQ. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.

A 2)Trichophyton mentagrophytes
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.

A.3)Trichophyton tonsurans
Madio de cultivo

ANVERSOQ. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.
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Y]

A.4)Trichophyton concentricum

Medio de cuttivo

ANVERSQ. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.

A.5)Microsporum canis
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.

A8)
Medio de cuitivo

ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract.especial

REVERSO.
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U

A.7T)Epidermophyton floccosum
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafio
Color
Forma
Caract.especial

REVERSO.

B)MICROMORFOLOGIA

Observacion de fos resultados de microcultivos.

B.1) Trichophyton qubrum B.2)Trichophyton mentagrophvtes.

OO



B.3) Trichophyton tonsurans. B.4)Trichophyton concentricum

OO

B.5) Microsporum canis B.6) Microsporum gypseum

O C



A

B.7) Epidermophyton floccosum

Resultados de la observacién de pelos y escamas recolectadas por los
alumnos.

Escamas Pelos
CONCLUSIONES.



PREGUNTAS.
1_Mencione las diferencias Yy formas de
reproduccion de los 3 géneros de dermatofitos.
2._ Los 2 principales agentes etioldgicos de la cabeza en México son.
3._ Los 2 principales agentes etiologicos de {a piel lampifia en México son:
4._ Mencione las formas de reproduccion sexuada de los dermatofitos.
5._De un examen directo de las siguientes tifias, indique que se observa:
a) tina microspérica de la cabeza
b) tika tricofitica de la cabeza
c) tifa de las ufias
d) tiha de! cuerpo
6._ Mencione las 3 variedades clinicas de tifia de los pies.
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Gonzélez-Ochoa,A. (1974). Frecuency of principal
dermatophytoses and their causative agents observed in México cify. Int. J.
Dermatol., 13:303-309.

Herbert A. (1988): Tinea capitis. Curent concepts.
Arch. Dermatol., 124:1554-1556.
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PITIRIASIS VERSICOLOR

INTRODUCCION.

Es una micosis superficial cuyo agente causal es un
hongo levaduriforme y lipofilico denominado Malassezia furfur
(Pityrosporum _furfur), se caracteriza por la aparicion de maculas
descamativas de color variable del blanco hasta el café obscuro o violeta,
dependiendo de la pigmentacién normal de la pief del paciente, exposicién
al sol y la severidad de la enfermedad. Cabe mencionar que existen dos
variedades clinicas: la pitiriasis versicolor hipocromiante que se presenta
con una clara disminucién en la produccién de la melanina , y fa
hipercromiante que se presenta al parecer por un incremento del tamafio
del melanosoma y a cambios en la distribucién de la epidermis.

Las lesiones se localizan principalmente en el tronco, brazos, cuelio, caray
ocasionalmente en muslos, axilas e ingle. Su distribucién es mundial pero
se presenta mas frecuentemente en climas tropicales y templados. No se
puede cultivar faciimente en el laboratorio, por lo tanto el diagndstico de la
enfermedad se basa principalmente en las caracteristicas clinicas y en el
examen en fresco de las escamas de la lesion, buscando filamentos
curvados y levaduras en racimo que miden de 3 a 8 micrometros de
diametro.

OBJETIVO.

Reconocer la morfologia microscdpica del agente
etiolégico para realizar el diagnéstico de la enfermedad; ya que esta
micosis es muy frecuente.
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MATERIAL.

Cepa: P.ovale.
M.furfur.

Muestras de escamas de piel de pacientes con pitiriasis.
KOH al 10%.

Tinta azul " Parker “.

Tubos con Micosel agar + 10-15% de éacidos grasos.
Tubos con Micosel agar + aceite de oliva al 5 %.

Pinzas, bisturt y tijeras.

Portaobjetos y cubreobjetos.

Asa micolégica.

Mechero.

Microscopio.

TECNICA. a) Para Pitiriasis versicolor.

1._Observar ai microscopio las muestras parasitadas
proporcionadas por el profesor; en las cuales se observara acimulos de
blastoconidios (blastosporas) y filamentos cortos, a los que
nemotécnicamente se a denominado "albéndigas con espagueti”.
2._Se reaslizaré el cultivo de P. ovale en medio de cultivo Micosel agar +
aceite de oliva al 5%, incubando a 25-37°C. durante 8 dias que al
microscoplo presentan la forma de levadura tipica.

b) Para Dermatitis seborréica.

1._ Fijacién de! sebo; raspar la zona afectada con la

ayuda de un bisturl dividiendola en dos partes, una para tincién de Gram
en la que se observard blastosporas pequefias, que miden entre 1 y 2
micrémetros, con gemas de la mitad de su tamafio; y la otra para su
cultivo.
2._ Realizar el cultivo en Micosel agar, adicionado de 10-15% de écidos
grasos (4cido oleico). Se incuban a 28°C. Las colonias se desarrollan de 3
a 4 dlas, de aspecto cremoso, brillante, limitada y de color blanco
amarillento.



RESULTADOS.
AMACROMORFOLOGIA.

A 1)P. ovale
Medio de cultivo Micose! agar + aceite de olivo al 5%.

ANVERSO. Tamafio
Color
Forma
Caract. especial

REVERSOQ.

Medio de cultivo Micosel agar + 10-15% de éacidos grasos.

ANVERSO. Tamafio
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.
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B) MICROMORFOLOGIA.

B8.1) Malassezia furfur en escamas B.2) Levaduras tipicas de P._ovale
de piel (preparacién en fresco con {del cultivo).
KOH al 10%) .

O G

B.3) Levaduras tipicas de P, ovale
(en &reas seborréicas del alumno).
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CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.
1._ Mencione el nombre del agente etiolégico de la
pitiiasis versicolor en su estado saprofitico y parasitario.
2._ Nutricionalmente ¢de qué depende el agente etiolégico de la pitiriasis
versicolor?
3._ En la imagen microscdpica parasitaria de la pitirasis versicolor se
observan:

4. _Las dos variedades clinicas de la pitiriasis versicolor son:
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Pityrosporum ovale en la dermatitis seborréica y pftiriasis versicolor. Rev.
Med. IMSS, Mex., 25:367-372.
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TINA NEGRA (Feoanelomicosis).’

INTRODUCCION.

La tifila negra es una micosis superficial causada por
un hongo levaduriforme dematiaceo, denominado Phaeoannellomyces
wermneckii, es una infeccién asintomética de curso cronico y se caracteriza
por la formacién de manchas hiperpigmentadas, preferentemente en las
palmas de las manos.

Aunque no hay comunicaciones de aislamiento de Phaeoannellomyces
werneckii de la naturaleza, se cree que su habitat es el suelo, los detritus
vegetales y la madera de zonas tropicaies. La via de entrada quizas es a
través de pequeRos traumatismos con material contaminado, esto explica
el por qué la regién palimar de la mano es la topografia mas frecuente,
generalmente asimétrica. Existen reportes de otras localizaciones como
planta de los pies, brazos, piemnas, cuello y tronco.

La tiia negra se presenta como manchas hiperpigmentadas de color café
oscuro o negro, irregulares, de bordes bien definidos, cubiertas con fina
escama y sin eritema. El curso de la enfermedad es cronico y asintomatico,
muy pocos pacientes presentan prurito y existe una alta probabilidad de
curacién espontanea. Al examen directo se observan numerosas
estructuras fungicas pigmentadas, de color café, por lo que no se requiere
de colorante de contraste, estas estructuras estan formadas por hifas
tabicadas, ramificadas y en ocasiones con clamidoconidias
(clamidosporas), mas aciimulos de blastoconidias (blastosporas).

OBJETIVO.

En la practica el alumno conocera las caracteristicas de
este hongo, mediante las cuales se podra diferenciar de una pitiriasis
hipercromiante de otras hiperpigmentaciones cutdneas; ya que las dos
micosis producen la formacién de manchas con pigmentacion.
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MATERIAL.
Cepa: Phagoannellomyces werneckii.
Cajas con Sabouraud dextrosa.
Cajas para microcultivo
Matraz con glicerol al 10%.
Asa micoldgica.
Bisturi, tijeras y pinzas.
Portaobjetos y cubreobjetos.
Microscopio.

TECNICA.

1._ Descripcién de la macroscopia de las colonias de
Phaeoanneliomyces werneckii.
2._ Hacer microcultivo de Phaeoannellomyces werneckii.
3._ Observar la microscopla de Phaeoannellomyces werneckii, mediante
examenes directos y microcultivo; en las cuales apareceran estructuras
formadas por hifas tabicadas, ramificadas y en ocasiones con
clamidoconidias (clamidosporas), mas acumulos de blastoconidias
(blastosporas).

RESULTADOS.

A) MACROMORFOLOGIA.
A.1) Phaeoanneliomyces werneckii.
Medio de cultivo
ANVERSQ. Tamaifio
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.
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B)MICROMORFOLOGIA.

B.1)Phaeoannellomyces werneckii; B.2)Phaeoannellomyces werneckii;
medio Saboraud a 28°C después de medio Saboraud a 28°C después de

3 dias de incubacion. 12 dias de incubacion.

O C

CONCLUSIONES.
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PREGUNTAS.
1._ Explique el polimorfismo de Phaeoannellomyces
werneckii.
2._ Mencione 2 enfermedades diferenciales con la tifia negra.
3._ Diferencia entre el examen directo de una tiia vulgar y la tifia negra.

BIBLIOGRAFIA.
Arenas, R. y Woo, G. (1981). Hongos negros.
Panorama Acltual. Dermatologia, Rev. Mex., 25:243-254.

Chang-Way, P. y Arenas, R. (1983). Tifla negra
palmar tratada con ketaconazol. Dermatologia, Rev. Mex., 27:218-219.

Marks, J. et al. (1980). Treatment of tinea nigra
palmarnis with miconazol topically. Arch. Drematol., 116:321-322.
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TRICOMICOSIS AXILAR

INTRODUCCION.

A pesar de que el término de "tricomicosis" no es el
adecuado para nombrar a la enfermedad, debido a que no se trata de una
infeccion micética, sino bacteriana {por microorganismos), lo utilizaremos
porque es el mas conocido. La tricomicosis es una infeccion superficial
asintomatica, causada por un actinomiceto denominado Corynebacterium
tenuis, que afecta principalments los pelos axilares y en raras ocasiones
los pubicos, escrotales e intergliteos, se caracteriza por la formacién de
nédulos y concreciones alrededor del pelo, en un inicio no son visibles y
s6lo se siente un ligero engrosamiento piloso a la palpacién. Existen fres
variedades clinicas , la mas frecuente es la variedad amarilia o flava (98%)
cuyo agente etiolégico es C. tenuis, esporadicamente se presenta la roja
(rubra por Micrococcus castellani) y negra (nigra por Micrococcus
nigricans). Al inicio de! padecimiento, los nédulos 0 masas bacterianas se
mantiene aislados o independientes; conforme el cuadro se hace crénico,
las concreciones se extienden a través de todo el pelo hasta formar una
vaina, por lo que el pelo se engruesa, se torna amaritiento, rojo o negro,
presenta un aspecto cremoso, opaco y blando. Es importante mencionar
que la raiz y el foliculo piloso no se dafian, y la piel circundante nunca sufre
cambios. C. tenuis no se ha aislado de la naturaleza, Unicamente de vellos
humanos infectados. La enfermedad es propia de climas himedos y
tropicales y se ha reportado practicamente en todo el mundo; siendo una
enfermedad de adultos, sobre todo de adolescentes y jovenes. El
diagnéstico es sumamente sencillo de establecer con sélo observar la
parasitacién de los pelos al microscopio. Los cuitivos deben realizarse en
medios de cultivo ricos, como BHI agar, extracto de levadura o gelosa
sangre; cuando los pelos provienen de la variedad flava, se obtienen
colonias pequefias rugosas, opacas, de aproximadamente 2 mm. de
tamafio y de color blanco amarillento. La temperatura 6ptima de
crecimiento es de 37°C; al microscopio se observa numerosas formas
cocoides y difteroides, grampositivas, similares a pequefios "palitos de
tambor".
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Aparte de la tricomicosis axilar existen otras pseudomicosis las cuales son:

ERITRASMA.

Infeccién superficial crénica causada por un actinimiceto
coriniforme, denominado Corynebacterium minutissimum, que afecta
principalmente los grandes pliegues (axilas, ingles) y espacios
interdigitales, en forma de placas efitemato-escamosas.

QUERATOLISIS PUNTATA.

Infeccién superficial crénica, asintomatica,
causada por diversas bacterias filamentosas grampositivas, como:
Corynebacterium __sp, Dermatophilus congolensis y Micrococcus
sedentarius;
que afectan primordialmente la ptanta de los pies en forma de depresiones
puntiformes (hoyuelos) y erosiones superficiales.

OBJETIVC.

El alumno debera conocer las cracteristicas morfolégicas y
microscopicas de una infeccién bacteriana, ya que a diferencia de las
demas practicas no se trata de una infeccién micética; cuyo diagnéstico es
facil basta con observar al microscopio la formacion de néddulos y
concreciones alrededor del peto.

PSEUDOMICOSIS.
Es importante distinguir estas pseudomicosis de
las demas infecciones micticas; ya que estas son principalmente
bacterianas de facil diagnéstico.

MATERIAL.
Cepa:Corypebacterium tenuis
Medio de cultivo BHI agar.
Preparaciones de muestras parasitadas.
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Reactivos para tincién de Gram.
Asa micoldgica.

- Mechero.
Microscopio.

PSEUDOMICOSIS.
Cepa:Corynebacterium minutissimum
Corynebacterium sp.
Dematophilus congolensis
Micrococcus sedentarius
Medio de cuitivo BHI agar.
Medio de cultivo BHI agar + 20% de suero bovino.

TECNICA.

1._Observar al microscopio las muestras parasitadas
proporcionadas por el profesor; en las cuales se observara nédulos y
concreciones alrededor del pelo.
2._Se realizard el cultivo de C. tenuis en medio de cuitivo BHI agar,
incubando 37°C durante 8 dias que al observar por el microscopio
presenta numerosas formas cocoides y diftercides, grampositivas,
similares a pequefios "palitos de tambor”.

PSEUDOMICOSIS
1._ Las zonas eritemato-escamosa o base de {os hoyuelos se raspan con
ayuda de un bisturi o espatula, la muestra se divide en dos partes para su
observacién y cultivo. No se deben realizar exdmenes directos ya que es
dificil distinguir los elementos parasitarios.
2._ Con la muestra obtenida, se realiza un frotis y se tifie con Gram o
Giemsa para observar al microscopio filamentos grampositivos,
microsifonados, con acumulos de formas difteroides y bacilares.
3._ El cultivo debe realizarse en medios de cultivo ricos, como son gelosa
sangre, gelosa chocolate o BHI agar, pero e! porcentaje de aislamiento se
incrementa, cuando a los medios se les adiciona 20% de suero bovino.
La temperatura Optima de crecimiento es de 37°C., las colonias se
desarrollan entre 24-48 hr., son limitadas 2-3mm, redondas,
brillantes,conexas y de color blanco y cuando se ponen bajo la luz de
Wood generan fluorescencia de color rgjo coral.

58



RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA

A.1} C. tenuis
Medio de cultivo Sabouraud agar.
ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

Medio de cuitivo BH! agar
ANVERSO. Tamario

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

PSEUDOMICOSIS.

A.1) Corynebacterium minutissimum.
Medio de cultivo BHI agar
ANVERSO. Tamario

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A.2) Corynebacterium sp.
Medio de cuitivo BHI agar

ANVERSO. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.3) Dematophilus congolensis.
Medio de cultivo BHi agar
ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A 4) Micrococcus sedentarius.
Medio de cultivo BHI agar
ANVERSO. Tamario

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.




B)MICROMORFOLOGIA

B.1) Muestra parasitada con B.2) Gram de las colonias de!
nédulos y concreciones alrededor cultivo BHI agar a 37° C, con formas

del pelo. cocoides y difterioides.
PSEUDOMICOSIS.
A.1) Corynebacterium minutissimum. A.2) Corynebacterium sp.

O C
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A.3) Dermatophilus congolonesis.

O

CONCLUSIONES.

A .4) Micrococcus sedentarius.
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PREGUNTAS.
1._ Al examen directo mencione !as diferencias entre la
parasitacion de tricomicosis axilar y una tifia de la cabeza.
2._Explique el tropismo del agente etiolégico de la tricomicosis axilar.
3._Mencione las tres variedades clinicas con sus agentes etiologicos
respectivos. '

BIBLIOGRAFIA.
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pathogenic Fungi and the Pathogenic actinomycetes”. 3a. ed. W.B.
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etiolégico:
Corynebacterium sp. Med. Cut. ILA, 25:157-160.
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MICETOMA

INTRODUCCION.

Es un sindrome anatomoclinico de tipo inflamatorio
crénico, constituido por aumento de volumen, deformacioén de la region que
afecta y con lesiones de aspecto nodular, fistulizadas de donde drena un
exudado filante, que contiene las formas parasitarias denominadas
"granos". Se presenta principalmente en pies y otros sitios como espalda,
gluteos y cara. Las lesiones son localizadas, indoloras, deformantes de tipo
tumoral con tractos sinuosos que involucran tejidos (cutaneo, subcuténeo),
musculos hasta huesos.

Segtin su etiologia los micetomas pueden ser de dos tipos:

1. Micetoma eumicosico (eumicetoma). Ocasionado por hongos
verdaderos.

Pseudoaliescheria .

Madurelia_mycetomatis.
Madurella_grisea.

2 Micetoma actinomicésico (actinomicetoma). Ocasionado por
actinomicetos aerobios.

Nocardia_asteroides.
Nocardia_brasilisnsis. (85%)
Nocardia otitis-gaviarum. ( caviae).

Actinomadurae _madurae. (10%)

Actinomadurae pelietieri.
Streptomyces somaliensis.

Existen reportes de micetoma en diferentes partes del mundo pero las
zonas endémicas mas importantes de eumicetoma estan en Africa y Asia y
de actinomicetoma en América, siendo México uno de los principales
paises. Ya que el 65% presenta micetoma; aunque no es un problema de
salud publica, es importante porque puede generar invalidez del miembro



que afecta, y cuando se presenta en localizaciones toracicas o craneales
provoca severas complicaciones e inclusive 1a muerte.

Para el diagnostico existen varios métodos que nos permiten hacer la
identificacion de microorganismos a nivel de género y especie, los mas
adecuados a nivel de laboratorio son:

1.Estudio de la morfologia macroscépica.

2 Estudio de la morfologia microscépica: para orientar en
la etiologia en base al tamafio, color y fragmentacion del
micelio.

3.Pruebas fisiologicas: digestion de la caseina, hidrélisis
de la gelatina, peptonizacion de la leche tornasolada.

Debido a que el tratamiento para cada tipo de micetoma es diferente es
importante diferenciar los granos asi como aislar e identificar el agente
etioldgico.

OBJETIVO.

El alumno deberé reconocer por medio de granos algunos
de los agentes causales de micetoma, y establecera la diferencia entre las
especies del génerc Nocardia mediante la utilizacion de pruebas
bioquimicas.

MATERIAL.
Cepas de:

Nocardia brasiliensis
N. asteroides.
N. caviae.
Actinomadura_madurae.
A. pelletieri.
Streptomyces sp
Cajas con agar caseina.
Tubos con medioc de gelatina al 0.4%.
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Cajas con Sabouraud dextrosa.
Cajas para microcultivo.
Colorantes para tincion de Gram.
Matraz con glicerol al 10%
Preparaciones fijas de fase parasitaria.
Pruebas bioquimicas.

Bisturi, pinzas y tijeras.
Portaobjetos y cubreobjetos.

Asa micoldgica.

Mechero.

Microscopio.

TECNICA.

A) Para Actinomicetos.
1._Observar y anotar las caracteristicas macroscépicas de las cepas
proporcionadas.
2._Hacer un microcultivo y después de desarrollado tedir con la técnica de
Gram para identificar actinomicetos.
3._Observar al microscopio las preparaciones fijas de cortes histologicos
proporcionados por el profesor.
4._Realizar las pruebas bioquimicas para la diferenciacién hasta especie
de los actinomicetos.

B) Para Eumicetos.
1._Realizar un examen directo anotando caracteristicas macroscopicas y
microscopicas.
2._Llevar acabo las pruebas térmicas que acontinuaciéon se muestran:
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DIFERENCIAS FISIOLOGICAS Y TERMICAS

DE LOS GENEROS MADURELLA.

Propiedades

M. mycetomatis.

M. grisea. .

Glucosa

Maltosa

Lactesa

NEIRd R

Sacarosa

Crecimiento a 37° C.

+]+| [+

Crecimiento a 28° C.

+

+Pasitivo, -Negativo; +++ Abundante

RESULTADOS.

A) MACROMORFOLOGIA DE ACTINOMICETOS.

A.1) Nocardia asteroides .
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamaiio

Cotor

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.2) N. brasiliensis.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamaho

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A.3) N. cavige.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract. esbecial

REVERSO.

A.4) Actinomadura_madurae.

Medio de cultivo

ANVERSOQ. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.5) A pelletieri,
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamario

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.6) Streptomyces sp.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamano

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A.7)Madurella mycetomatis.
Medio de cultivo

ANVERSQO. Tamaifio

Color

Foma

Caract. especial

REVERSO.

A.8) M. grisea.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamaito

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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RESULTADOS.

B) MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE ACTINOMICETOS.

B.1)Nocardia sp. B.2)Actinomadura sp.

O O

B.3)Streptomyces sp.
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B) MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE EUMICETOS.

B.1) Madurella_grisea. B.2) Madurella mycetomatis.

CONCLUSIONES.
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PREGUNTAS.
1._ ¢ Cuales son las zonas endémicas del micetoma
en México?
2._ ¢ Cudles son los dos principales agentes etiolégicos del micetoma en
México? :
3._¢Cuales son las diferencias entre un grano eumiceticc y uno
actinomicético?
4._; Cuél es la micromorfologia de una cepa de Nocardia sp.?
5._¢ Cuales son las dos topografias clinicas de! micetoma en Mexico?

BIBLIOGRAFIA.
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Magania, M. y Magafia, Garcia, M. (1989) : Mycetorma Dermatol.
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ESPOROTRICOSIS

INTRODUCCION.
La esporotricosis es una micosis subcutanea
o profunda, producida por un hongo dimérfico denominado Sporothrix
schenckii, de curso subagudo o crénico. Primordialmente afecta piel y
linfaticos en forma de lesiones gomosas y en raras ocasiones se
presenta en huesos, articulaciones y otros érganos (visceras Yy
puimones).

El diagnostico de la esporotricosis se basa en el cuitivo del exudado
purulento de las lesiones en medios de agar Sabouraud a 28°C.; yen
la aplicacién de la intradermorreaccion con esporotricina M en donde
se puede presentar una respuesta inmediata (5-10 min.) caracterizada
por eritema y prurito. La prueba confirmatoria se obtiene entre 24-48
hrs., formandose una zona indurada, eritematosa y dolorosa, més de 5
mm. de diadmetro se considera positiva.

En cuanto al cultivo después de 4-6 dias de incubacién se desarrolian
colonias membranosas de color blanco sucio y algunas toman un color
café obscuro transformandose en negras conforme envejecen.
Microscépicamente el hongo presenta un micelio delgado, y hialino y
tabicado,con microconidias piriformes sésiles dispuestas a lo largo de
la hifa y en forma de roseta sobre un coniditforo corto. En el examen
directo del pus generaimente no se visualiza el hongo en su fase
parasitaria, s6lo ocasionalmente puede observarse en biopsias teflidas
por el método de Grocott como una levadura en forma de "purc” de 2-5
micrémetros que rara vez muestran gemacion. Esta morfologia se
puede obtener "in vitro" sembrando la fase micelial en medios
enriquecidos tales como Gelosa sangre, Cerebro corazén e incubando
a 37°C.

OBJETIVO.

Que el alumno conozca tanto las caracteristicas
macroscopicas y microscépicas del agente etiolégico de micosis
subcutaneas y profundas, estableciendo su dimorfismo mediante la
transformacién de la fase micelial que presenta en medios de cultivo
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simple, asi como la fase levaduriforme en el huésped en el que se
encuentra o en medios enriquecidos e incubados a 37°C.

MATERIAL.
Cepa: Sporothrix schenckii.
Tubos con BHI inclinado.
Tubos con Sabouraud dextrosa agar.
Cajas para microcultivo.
Matraz con glicero! al 10%.(estéril)
Colorantes para tincién de Gram.
Bisturi, pinzas y tijeras.
Portaobjetos y cubreobjetos.
Asa micologica.
Mechero.
Microscopio.

TECNICA.

1._Descripcién de la macroscopia de las colonias de
Sporathrix schenckii.
2._Hacer un microcultivo de S. _schenckii.
3._Obtener el dimorfismo de S. schenckii,sembrando en Sabouraud
agar a 28°C. y BHI incubando a 37°C. durante 5-8 dias.
4._Observar la microscopia de S. schenckii en su fase micelial y
tevaduriforme respectivamente, mediante examenes directos y
microcultivo.
5._Observar al microscépio las preparaciones obtenidas de los
microcultivos y buscar las estructuras que identifican a S. schenckii en
su fase vegetativa
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RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA

A.1) Fase micelial.
Medio de cultivo

ANVERSQ. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.2) Fase levaduriforme.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamado

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

B) MICROMORFOLOGIA.

B.1)Forma micelial de S.schenckii B.2)Forma

levaduriforme
en agar Sabouraud a 28°C. S.schenckii en BHI a 37°C.

de
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CONCLUSIONES.

PREGUNTAS. :

1._¢ Cuéles son las dos pruebas para diagnosticar la
esporotricosis?

2._¢De qué depende el dimorfismo de S. schenckii?

3._¢Qué se observa en un microcultivo de S. schenkii en Sabouraud a
28°C.?

4._; Cudles son tas zonas geogréficas de la esporotricosis en México?

5._sCudles son las topografias clinicas mas frecuentes de la
esporotricosis infantil?

BIBLIOGRAFIA.
La valle, P. y Mariat, F. (1983): Sporotrichosis.Bull.
Inst. Pasteur, 81:295-322.

Carrada-Bravo,T.{1988): Esporotricosis infantil, Bol.
Méd. Hosp. Inf. Méx., 45: 124-131.

Satil, A. (1988): Sporotrichosis.in : Antifungal Drug
Therapy. (En prensa).
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CROMOMICOSIS

INTRODUCCION.

La Cromomicosis también llamada
Cromoblastomicosis es causada por hongos negros o dematiaceos de los
géneros Fonsecae, Phialopora y Cladosporium, la enfermedad se
carateriza por la formacion de nodulos verrugosos cutaneos, los cuales se
desarroflan muy lentamente y tienden a ulcerarse. Generaimente las
lesiones se presentan en pie o piemnas pero pueden aparecer en cualquier
parte del cuerpo; ia lesion es consecutiva a la inoculacién del hongo a
través de una herida con material contaminado como suelo, madera o
productos vegetales. Este padecimiento ha sido reportado en casi todo el
mundo, pero es més frecuente en areas tropicales y subtropicales.
Los agentes etioldgicos cuando estan parasitando los tejidos se presentan
como formas redondas de color café obscuro, en ocasiones tabicadas
lamadas células fumagoides;, la observacion de estas formas al
microscopio es fundamental para el diagnéstico; ya que presentan 3 tipos
diferentes de esporulacion:
1.- Tipo Phialopora : Se caracteriza por la formacién de fidlides que son
pequefias estructuras en forma de botella que producen esporas en su
interior, las cuales son expulsadas por el cuello de ia fidlide dando aspecto
de florero.
2.- Tipo Cladosporium: Que se caracteriza por la formacién de conidiéforos
ramificados que !levan conidios ovales y en cadenas cortas o largas.

3.- Tipo Acroteca: Se caracteriza por presentar un conidiéforo alargado con
las conidias que son de igual forma y tamafo dispuestas lateraimente y/o
terminales.

OBJETIVO.
Que el alumno aprenda a reconocer las diferentes
especies productoras de Cromomicosis basandose en sus formas de
reproduccién.
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MATERIAL.

Cepas:Fonsecae pedrosoi
Phialophora verrucosa

Cladosporium carrionii
Cajas para microcultivo.

Cajas con agar Sabouraud dextrosa.
Matraz con Glicerol al 10%. (estéril)
KOH al 20%.

Colorante azuf algodén iactofenol.
Asa micologica. '
Portaobjetos y cubreobjetos.

Pinzas, bisturi y tijeras.

Mechero.

Microscopio.

TECNICA.

1._ Observar y anotar las caracteristicas macroscépicas y
microscépicas de los agentes etiologicos de la Cromomicosis.
2._ Montar preparaciones por la técnica en fresco con KOH al 20% a partir
de las escamas proporcionadas.
3._Buscar la forma parasitaria (cellilas fumagoides) en las preparaciones
en fresco, asi como en las preparaciones fijas proporcionadas por el
profesor.
4._ Hacer microcultivos de las cepas productoras de cromomicosis

78



RESULTADOS.

A) MACROMORFOLOGIA

A.1) Fonsecae pedrosoi.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamaiio
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.

A.2) Phialophora verrucosa
Medio de cultivo
ANVERSO.Tamafo

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.3) Cladosporium carrionii
Medio de cultivo
ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

ESTA TESIS WO CEuk
SALR D LA SIBLIGTEGA



B8)MICROMORFOLOGIA

B.1) Preparacién en fresco con KOH B.2) Corte histolégico de piel con

(Células fumagoides). Cromomicosis.
B.3) Eonsecae pedrosoi B.4) Phialophora verrucosa

O O



B.5)Cladosporium carrionii

CONCLUSIONES.
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PREGUNTAS.

1._En México ;cudl es el agente etiolégico mas
frecuente de cromomicosis?
2._Mencione las formas de reproduccion de F.pedrosoi y P. verrucosa.
3._:Qué se observa en un examen directo de las escamas de
cromomicosis?
4._Con qué material se hace la preparacién para un examen directo de
Cromomicosis y ¢ por qué?.

BIBLIOGRAFIA.
‘ Lavalle,P. (1980): Chromoblastomycosis in México.
Proc. V Int Conf. Mycoses, PAHO, 396:235-247.
Mc.Ginnis, M.R. (1983): Chromoblastomycosis and

Phaeohyphomycosis : New concepts diagnosis and micology. J. Am. Acad.
Dermat., 8:1-16.
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COCCIDIOIDOMICOSIS

INTRODUCCION.

La coccidioidomicosis es producida por un hongo
bifasico denominado Coccidioides immitis cuyo habitat naturat son
principalmente los suelos desérticos, de ahi que las regiones
comprendidas en el Sur y Suroeste de Estados Unidos de Norteamerica,
el Norte de nuestro pais se consideren coma zonas de alta endemicidad;
ademas se han reportado otras zonas endémicas en la regién
septentrional de México.

Esta micosis, en su fase primaria o pulmonar puede ser sintomatica 6
no. En la coccidioidomicosis diseminada cuando ocurre invasidn de la
piel, tejido subcutaneo, huesos, articulaciones, cerebro, meninges y
otros drganos, la sintomatologia no es caracteristica y facilmente puede
confundirse con enfermedades producidas por otros microorganismos
(hongos o bacterias).

C. immitis en su estado vegetativo presenta micelio filamentoso,
ramificado, septado, hialino y abundantes artrosporas en cadenas o
asilados. Es caracteristico observar que entre las artrosporas se
encuentran espacios claros cuando estan foormando cadenas.

La fase parasitaria se encuentra en los tejidos, corresponde a esférulas
de paredes gruesas, de 20-60 micrémetros de diametro llenas de
pequefias endosporas de 2-5 micrémetros de diametro.

La presencia de estas formas en las muestras clinicas nos da el
diagndstico.

Ademés de las pruebas de laboratorio de rutina; la observacion
microscopica en fresco de la muestra clinica, y cultivo, existen pruebas
auxitiares de diagndstico tales como: inoculacion en animales y
reaccidnes inmunolégicas que pueden ser. fijacion de compiemento,
precipitacién e intradermoreaccién gque se emplea de manera similar al
PPD, aplicando una décima de antigeno {coccidioidina), la lectura se
realiza a las 36 horas y se considera positivo cuando se presenta
induracién y eritema mayor de Smm. Las dos primeras tienen valor
diagnostico y prondstico, la Ultima es de gran utilidad en estudios
epidemiolégicos donde sdlo nos indica si un individuo ha estado o no en
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Y

contacto con e! hongo; sin embargo esta prueba tiene utilidad en el
diagnéstico cuando se trata de pacientes con poca edad o adultos cuya
reactividad a la coccidioidina era conocida como negativa.

OBJETIVO.

Como es un hongo bifésico el alumno debera identificar
la forma infectante (artroconidios) y la forma parasitaria (esferulas), ya
que es una de las micosis mas grave debido a que el mecanismo de
infeccion es la inhalacibn de esporas, siendo las primeras
manifestaciones clinicas de tipo respiratorio.

MATERIAL.
Preparaciones de biopsias 6 muestras parasitadas con
C . immitis.
Microscopio.

TECNICA.
1._ Describir las caracteristicas macroscopicas de
C. immitis.
2. Buscar la forma parasitaria (esférulas) y la forma infectante
(artroconidios) de C. immitis; en las preparaciones proporcionadas por el
profesor.




RESULTADOS.

A) MACROMORFOLGCGIA.
A.1} C. immitis.
Medio de cuiltivo
ANVERSQO. Tamario
Color
., Forma
Caract. especial

REVERSO.

B) MICROMORFOLOGIA.

B.1) Fase parasitaria. B.2) Fase infectante
(esférulas) (artrosporas)

&
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CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.
1_ ¢ Cual es la zona endémica de
coccidioidomicosis en México?
2._ (De donde se toman muestras para hacer el diagnostico de
laboratorio?
3._ ¢ Cudles son las dos pruebas inmunolégicas que se emplean?
4._ Indique cual es la fase infectante y parasitaria de C. immitis.
5._ 4 Como clasifica un caso grave de coccidioidomicosis en base a las
pruebas de laboratorio?
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HISTOPLASMOSIS

INTROBUCCION.

La histoplasmosis es producida por el hongo dimérfico
Histoplasma_ capsulatum, cuyo habitat natural es el suelo contaminando
con guano de murciélago dentro de cuevas o minas abandonadas por lo
que existen zonas endémicas importantes en México. Este hongo también
se ha aislado de suelos contaminados con excremento de otras aves como
gallinas, palomas, etc., hecho que se ha demostrado en algunos sitios del
Sureste de E. U. A. Usualmente esta micosis se adquiere por via
respiratoria y puede presentarse como una enfermedad pulmonar
asintomatica benigna, aguda y crénica o diseminada y fatal, en la cual se
involucran 6rganos del sistema reticulo endotelial como higado, bazo,
linfaticos, etc. El hongo en estos 6rganos se encuentra como pequeiias
tevaduras gemantes intracelulares, principaimente dentro de histiocitos;
estas estructuras no son facilmente observables en las muestras clinicas
para ello se requiere de técnicas de coloracion como las de Wright o
Giemsa.
El hongo en su fase filamentosa se obtiene en medios de cultivo como
Sabouraud, Micosel y PDA. Se incuba a 25° C durante 1 6 2 semanas
observandose colonias con micelio delgado, tabicado y hialino. De las hifas
nacen directamente pequeiias microconidias ¢ aleuriosporas piriformes, de
aproximadamente 2 micrémetros y macroconidias que nacen de un
conidiéforo, son de doble membrana, espiculadas, dando el aspecto de las
“rondanas de reloj", y miden entre 8 y 15 micrémetro de didmetro. Si se
siembran en medios ricos como Gelosa sangre o BHI, y se incuban a 37°C
durante 3 a 5 dias, se obtienen colonias levaduriformes, limitadas,
hamedas, de color blanco o blanco sucio. Al examen directo o tincion, se
observan abundantes células levaduriformes ovales de 1 a 4 micrometros
de tamarfio y con gemas de la mitad.
Al igual que en a Coccidioidomicosis, existen pruebas de laboratorio
auxiliares para el diagnéstico como inoculacién de animales, reaccién de
fijacién de complemento y precipitacion, que tienen valor prondstico.
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La intradermoreaccién con histoplasmina es Gtii en estudios
epidemiologicos en adultos, ya que sélo indican si un individuo ha estado
en contacto con el hongo y en nifios puede ser utilizada como prueba
diagnostica.

OBJETIVO.
Mediante la observacién de! dimorfismo; fase filamentosa
(infectante) y fase levaduriforme (parasitaria), se identificara al agente
etiolégico de la histoplasmosis cuyo interés clinico es importante
principalmente para los grupos de alto riesgo (mineros, espeleblogo, etc.) .

MATERIAL.
Preparaciones de biopsias 0 muestras parasitadas con

Histoplasma_ capsulatum.
Microscopio.

TECNICA.
1._ Describir las caracteristicas macroscépicas de
Histoplasma capsulatum .
2._ Buscar la forma parasitaria (levaduras intracelulares) y la forma
infectante (macroconidias) de H. capsulatum; en las preparaciones
proporcionadas por el profesor.
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RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA.
NOTA: La cepa proporcionada, debe estar sellada e inactivada).
' A.1) Histoplasma capsulatum.
Medio de cultivo
ANVERSQO. Tamafio
- Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.

B) MICROMORFOLOGIA.

B.1)Fase filamentosa (infectante) B.2)Fase levaduriforme (parasitaria)
Medic Sabouraud a 28°C. Medio Gelosa sangre a 37°C

O C



CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.
1._ ¢ Qué se observa en la muestra tefiida de un
paciente con histoplasmosis pulmonar?
2._ i C6mo se debe manejar un cultivo de H. capsuiatum?
3._ ¢ Cémo comprueba el dimorfismo de _H. capsulatum?
4._Mencione las dos pruebas inmunolbgicas para el diagnéstico de
histoplasmosis.
5._ ¢ Cuales son los vectores indirectos del H. capsulatum?

BIBLIOGRAFIA.
Ajello,L. (1971): Coccidioidomycosis and
histoplasmosis. A review of their epidemiology and geographic distribution.
Mycopathologia, 45:221-230.

Gonzéalez-Ochoa,A. (1979):. Peculiandades de Ia
histoplasmosis en México. En: Desarrollo y estado actual de la micologia
en México. Simposio Syntex, México, D. F., pp: 138-149.

Negroni,R. (1987). Histoplasmosis. En. Micosis que
afectan piel y mucosas . Edit. Doyma. Barcelona, pp:106-114
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PARACOCCIDIOIDOMICOSIS

INTRODUCCION.

La paracoccidioidomicosis es producida por el
hongo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, cuyo habitat natural es el
suelo y vegetales. Es una enfermedad crénica granulomatosa que se
caracteriza por producir una infeccién pulmonar primaria frecuentemente
inaparente y que puede diseminarse a mucosa bucal, nasal y
gastrointestinal en forma ulcerativa granulomatosa.

Esta micosis es endémica en ei Sur de Latinoamérica y la mayor incidencia
se presenta en Brasil, Colombia y Venezuela, disminuyendo en los paises
Centroamericanos y México.

P. brasiliensis en su fase parasitaria se presenta como células
levaduriformes de 12 a 14 micrémetros de didmetro, rodeadas de
pequefias gemas comunicadas a la célula madre por cuellos estrechos
dando {a apariencia de "timoén de barco” .

La observacién de células sin gemacién o con gemacién (nica, pueden
crear confusion con las fases parasitarias de otros hongos, por o tanto es
necesario observar las formas de gemacién muitiple para la identificacion
correcta; en su fase vegetativa produce clamidosporas y conidias
piriformes sésiles, que facilmente. se puede confundir con otros hongos;
por lo tanto, la presencia de las levaduras multigemantes en la muestra
clinica y la obtencién de las colonias caracteristicas en agar Sabouraud y
Micosel, asi como su conversion a fase levaduriformes en BHI a 37° C son
necesarias para el diagnéstico de la enfermedad e identificacién del hongo.
Las pruebas inmunolégicas tales como fijacion de complemento vy
precipitacién no son de mucha utilidad en estas micosis.



OBJETIVO.
El alumno identificara mediante el dimorfismo al agente

etiolégico de la paracoccidioidomicosis, ya que es una micosis sistémica
de curso agudo, subagudo 6 crénico, que se caracteriza por presentar
lesiones pulmonares primarias casi siempre asintomaticas.

MATERIAL.
Preparaciones de biopsias o muestras con P. brasiliensis.
Microscopio.

TECNICA.
1._ Describir las caracteristicas macroscopicas de P.
brasiliensis.

2._ Identificar la forma parasitaria (levaduras multigemantes) y la forma
infectante; en las preparaciones proporcionadas por el profesor.
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RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA.

NOTA: La cepa proporcionada, debe estar sellada e inactivada.

A1) P. brasiliensis.

Medio de cuitivo

ANVERSO. Tamafio
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.

B) MICROMORFOLOGIA.

B.1)Fase fitamentosa {infectante). B.2)Fase levaduriforme
Medio Sabouraud a 28°C (parasitaria). Medio BHI a 37°C

O O



CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.
1._¢ Cuales son los estados de ia replblica donde se
presenta la paracoccidioidomicosis?
2._; Con qué enfermedad se confunde la paracoccidioidomicosis?
3._Mencione la diferencia entre las fases parasitarias de H. capsulatum y
P. brasiliensis.

BIBLIOGRAFIA.
Albornoz, M. B. et al. (1986): Relacion clinica y
diagnéstico inmunolégico en histoplasmosis, paracoccidioidomicosis y
coccidioidomicosis. Las micosis en Venezuela. Bol. Inform. 6:23-24.

Negroni,R. (1987). Paracoccidioidomicosis. En:
Micosis que afectan la piel y mucosas. Edit Doyma, Barcelona, pp:938-1086.

Restropo,M.A, Greer,D. et al. (1973):
Paracoccidioidomycosis. a review. Sabouraudia, 8:97-123.
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CANDIDOSIS

INTRODUCCION.

Es una enfermedad causada por hongos
levaduriformes del género Candida, caracterizadas por presentar forma
redonda u oval con medidas aproximadas de 4 a 6 por 6 a 10 micrometros
y por producir pseudomicelio.

Candida albicans es e! agente etiolégico que se presenta con mayor
frecuencia en casos de candidosis, pero existen otras especies capaces de
producir enfermedad en e! hombre como: C. krusei, C. parapsilopsis, C.
fropicalis , etc.

El hecho de aislar estas levaduras de piel y mucosas (bucal, faringea,
tracto digestivo, vagina y uretral) de personas normales, sugiere que la
candidosis tiene origen endégeno y se manifiesta cuando existen cambios
o desviaciones del estado normal del organismo, causando lesiones en
boca, piel, vagina, ufias, bronquios, pulmones y ocasionalmente cuadros
de endocarditis, glomerulonefritis, meningitis y septicemia, Para realizar un
diagnéstico de candidosis, la toma de muestra es variable, ya que puede
presentarse en todas partes del cuerpo, asi que los productos que se
recolectan pueden ser. exudados, escamas, sangre, esputo, orina, LCR,
etc. Con el material obtenido y un aclarante KOH al 10%, se pueden
realizar examenes directos o tinciones como Gram, Wright, Giemsa, PAS e
inclusive Papanicolacu. La observacién al microscopio con los examenes
directos o tinciones presentan grandes acimulos de blastoconidias
(blastosporas) de aproximadamente 2 a 4 micrometros de diametro y
pseudomicelio corto o largo, éste determina el estado patégenc y virulento
de la levadura y nos afirman el diagnostico. La intradermorreaccion a la
candidina, puede ser monovalente o polivalente, ambas nos indican
unicamente primocontacto y por lo regular es positivo en todo tipo de
personas disminuyendo la ayuda diagnostica, por lo tanto sélo mide
inmunidad celular.
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Para la candidosis los antigenos principales son las mananas, enolasas
(antigenos citoplédsmicos) y glicoproteinas, liberados por ta mayoria de las
especies Candida.

Las mananas pueden ser detectadas en muestras de orina, suero y LCR,
en pacientes con candidosis ocultas o candidémia por medio de particulas
de latex cubiertas con anticuerpos IgG monoclonales (anti-mananas). Las
muestras deben ser tratadas con pronasa para inactivar el FR; niveles
aitos de creatinina suelen dar falsos positivos.

Al igual que el GXM, esta prueba es de utilidad para monitorear la
respuesta a la terapia antifungica (prondstico). Aglutinacién positiva> 1: 8,
indica prondstico pobre.

La especificidad es de 98.6% y la sensibilidad del 52.6% en candidosis
invasivas.

Limitaciones :
® Presencia de anticuerpos IgG formadores de complejos inmunes con
mananas circulantes.

OBJETIVO.
Que el alumno llegue a la indentificacién plena de Candida
atbicans, asi como de otras especies por medio de las diferentes pruebas
de laboratorio,

MATERIAL.
Cepas del género Candida.
Cajas con Gelosa sangre.
Cajas con agar Sabouraud dextrosa.
Cajas con medio Biggy (Nickerson) y Micose!.
Cajas con agar TTC (Pagano-Levine}
Cajas con harina-maiz + Tween 80 al 1% (Corn-meal)
Tubos con suero humano.
Tubos con tapén de rosca con medio para
asimilacion de carbohidratos.
Serie de carbohidratos APt- Yeast 20
Bisturi, pinzas y tijeras.
Portaobjetos y cubreobjetos.
Bulbos de goma.
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Gradilia
Mechero
Microscépio

TECNICA.
Realizar el siguiente esquema para la ftipificacién del
género Candida.

I Ka'O'Hm 2,‘;’5,‘?“ con Observacién de acimuios de

2. Tinclén de Gram levaduras y/6 pseudohifas

3._Cultivos de primoaislamiento

Selectivos: Biggy-Nickerson (orientadora dei género Candida
sp.} y Micosel.

No Selectivos:Gelosa sangre y Sabouraud.
Tomar muestra

4._Prueba de TTC (Reduccién de sales de tetrazolio)
para diferenciar C. albicans de C. fropicalis.
5._Tubos germinatives en suero humano a 37° C. durante 3 horas.
(prueba orientadora de C. albicans)
6._Formacién de pseudomicelio y clamidoconidias (clamidosporas)
en Comn. meal + tween 80 al 1% {prueba confirmatoria de C. albicans)
7._Zimograma y Auxonograma
(Pruebas confirmatorias para todas las especies de Candida)



RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA
A.1) C. albicans
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Foma

Caract. especial.

REVERSO.

A.2) C. tropicalis.
Medio de cultivo

ANVERSQO.Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial.

REVERSO.

A.3) C.krusei.
Medio de cultivo

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial.

REVERSO.




A.4) C. parapsilopsis.
Medio de cultive

ANVERSO.Tamafio

Color

Forma

Caract. especial.

’ REVERSOC.

B) MICROMORFOLOGIA

Observacién de resultados de examen directo.

A1) C. albicans. A.2) C. tropicalis.
A.3).C. krusei. A.4) C. parapsilopsis

OC
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Reporte de Gram.

A 1) C. albicans.

A.2) C. tropicalis.

A.3) C_krusei.

A.4) C. parapsilopsis.
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Descripcién morfologica de las colonias en medios:

HONGOS Biggy-Nickerson Micosel
C.albicans
C. tropicalis
C.parapsilopsis
C. krusei
Gelosa Sabouraud
sangre
C. albicans
C. tropicalis
C. parapsilopsis
C. krusei
TT1C
C.albicans
C tropicalis
C.parapsilopsis

C. krusei
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Especies

Produccion de|Filamentacién en
suerc. (37°C 3 h)

pseudomicelio

C_albicans

C. tropicalis

C_krusei

C. parapsilopsis

ZIMOGRAMA Y AUXONOGRAMA DEL GENERC CANDIDA

Especies

Gluco-

Galacto-| Mano- | Sacaro-

sa

Lacto-
sa

Rafino-
sa

C.albicans

C.tropicalis

C.krusei

C.parapsilop-
Sis

Especies

Gluco-
sa

Galacto-|Mano- | Sacaro-

sa

sa sa

Lacto-
sa

Rafino-
sa

C.albicans

C.tropicalis

C.krusei

C.parapsilop

sis
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CONCLUSIONES.

PREGUNTAS. :
1._Mencione tres factores predisponentes para ia
candidosis oral.

2._En examenes directos de candidosis ungueal y vaginal LQué se
observa?

3._; Cual es la prueba biolégica confirmatoria de C. albicans?

4._¢ Qusé utilidad tiene el medio Biggy-Nickerson?

5._Mencione dos enfermedades con que confunda la candidosis vaginal.
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CRIPTOCOCOSIS.

INTRODUCCION.

Es una micosis de curso subagudo o cronico de
distribucién mundial que afecta tanto al hombre como a los animales.
Puede diseminarse en diversos 6rganos como pulmdn, piel y otras partes
del cuerpo, pero con predileccion manifiesta por cerebro y meninges.
Producida por Cryptococcus neofgrmans, que es una levadura capsulada
monomérfica, esférica que mide de 3.5 a 7 micrometros por 3.7 a 8
micrémetros y cuyo habitat principal es el excremento de palomas y otras
aves. Generalmente la puerta de entrada de esta levadura al organismo
humano es ia respiratoria, presentandose !a infeccion primaria.

Durante mucho tiempo, se considerd un padecimiento raro, sin embargo
en la actualidad su frecuencia es mayor ya que se presentan casos de
cryptococosis asociados con enfermedades debilitantes como leucemias,
diabetes mellitus, linfomas, sindrome de inmunodeficiencia adquirida y en
pacientes tratados con esteroides.

El diagnéstico de esta micosis se establece por la observacién en las
muestras clinicas de las levaduras capsuladas y/o el aislamiento en cuitivo
de éstas a partir de la muestra. En caso de ser negativas se recurre a la
inoculacion en ratones jovenes por via intracerebral. Existen pruebas de
laboratorio para diferenciar el género Cryptococcus de ofras levaduras
patégenas como son: presencia de capsula, forma de la célula, aspecto de
la colonia y produccién de ureasa. Por ofro lado las pruebas para
identificar las especies del género Cryptococcus son.crecimiento a 37° C,
asimilacién de nitratos, asimilacién de carbohidratos y patogenicidad para
el ratén debido a que C. neoformans es la especie mas oportunista del
género, y en raras ocasiones han sido reportadas otras. La prueba
inmunoldgica mas eficiente para el diagnéstico y prondstico es la
aglutinacion directa con particulas de latex, para detectar antigeno
circulante.

INMUNOMICOLOGIA
Deteccion y cuantificacion de antigenos fingicos circulantes.

El Glucoronoxilomanana (GXN), principal componente de la capsula de

Cryptococcus, el cual puede detectarse en muestras de suero, LCR, orina
y lavado broncoalveolar de pacientes con criptocosis meningea o
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diseminada. La prueba principal es la aglutinacién con particulas de latex
cubiertas con anticuerpos IgG monoclonales {anti-GXM de conejo).

Las muestras deben ser tratadas previamente con pronasa para inactivar
el factor reumatoide. Esta prueba valora el curso de la enfermedad
{prondstico), cuantificando el GXM por diluciones.

Aglutinacién positiva a diluciones bajas (1 : 1000 - 1: 1000,000) durante el
tratamiento, indicando el prondstico. La prueba tiene una especificidad del
95% debido a reacciones cruzadas con antigenos de Trichosporum beigelii
y algunas bacterias.

Limitaciones :

2 Infecciones por Cryptococcus de poca capsula.

B Diseminacion limitada.

W Infeccidn por Cryptococcus neoformans serotipo C.
B Infeccién por Cryptococcus laurentii

OBJETIVO.
El alumno conocera e identificara Cryptococcus
neoformans por ser una infeccién subaguda o crénica de distribucién
mundial y que tiene como predileccion afectar cerebro y meninges.

MATERIAL.
Cepa: Cryptococcus neoformans.
Portaobjetos y cubrecbjetos.
Tinta China o nigrosina.
Cajas con agar Sabouraud dextrosa.
Medio de cultivo agar alpiste negro (Guizotia abyssinica).
Cajas para microcultivo.
Matraz con glicerol al 10% (estéril)
Reactivos para tincion de Gram.
Pinzas, tijeras y bisturi
Asa micolbgica.
Microscopio.
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TECNICA.
1._ Describir las caracteristicas macroscdpicas de
Cryptococcus neoformans.
2._ Buscar levaduras capsuladas de L.C.R. en los frotis realizados con
tinta China.
3._ Realizar cultivos en medio Sabouraud y agar alpiste negro,
observacion de éstos y tinciones de Gram y tinta China.

RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA.

A1) C. neoformans.
Medio de cultivo agar sabouraud.
ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

Medio de cultivo agar alpiste negro.
ANVERSO. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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B) MICROMORFOLOGIA.

B.1) Observacién de la capsula en frotis
con tinta China.

CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.

1_¢Cuél es la variedad clinica méas frecuente de
criptococosis?
2._¢ A qué tipo de paciente ataca C. neoformans?
3._¢ A qué se debe el neurotropismo de C. neoformans?
4._¢, Cudl es la técnica inmunolégica para el diagnéstico de criptococosis?
5._¢ Cuél es el medic de cultivo diferencial y selective para C. necformansg?
Ly porque?

6._¢ A qué tipo de paciente ataca C. neoformans?
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ASPERGILOSIS.

INTRODUCCION.

La aspergilosis se define como dafio a los tejidos
provocado por hongos filamentosos del género Aspergillus por varios
mecanismos: alérgicos, colonizacion de cavidades e invasion de tejidos.
Las especies A. fumigatus y A. niger son las que se aislan en la mayoria
de las infecciones, pero otras especies también han sido reportadas tales
como: A. flavus, A. clavatus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, A. giaucus los
cuales son habitantes comunes tanto del suelo como de una gran variedad
de materia organica en descomposicidon. La inhalacidon de esporas
presentes en el medio ambiente es la forma de infeccién mas frecuente en
el hombre, por lo tanto los pulmones son los organos mas comunmente
dafados. Esto puede originar diversos tipos de aspergilosis en el huésped
comprometido y los factores predisponentes van a determinar la severidad
de la enfermedad. Las formas clinicas de aspergitosis pulmonar mas
comunes son las alérgicas conocidas como asma, alveolitis extrinseca y la
broncopulmonar, siguiéndole en importancia el aspergiloma o colonizacién
de una cavidad pulmonar preexistente y la aspergilosis invasiva que
involucra todo et tejido pulmonar.

Otras formas de aspergilosis son: diseminada, del sistema nervioso
central, cuténea, iatrogénica y de fosas nasales.

Entre las pruebas de laboratorio que se utilizan para el diagnéstico de esta
micosis, se encuentran: la observacién directa de la muestra clinica
{expectoracion, biopsia, efc.) , e! cultivo y las pruebas seroldgicas dentro
de las cuales se utilizan principalmente la inmunodifusion y entre las méas
sensibles radioinmunocensayo, contrainmunoelectroforesis y ELISA. La
seleccién de la prueba de laboratorio se realiza tomando en cuenta el tipo
clinico de aspergilosis gue el paciente presente.

Los resultados de las pruebas de laboratoric para el diagndstico de
aspergilosis son de dificil interpretacion debido a que los agentes causales
pueden aislarse como contaminantes comunes, tanto de personas
enfermas como sanas.
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OBJETIVO.

Existe un grupo de hongos considerados sapréfitos que
bajo ciertas condiciones predisponentes del individuo pueden producir
enfermedad; por lo que es indispensable que el alumno conozca e
identifique agentes productores de micosis oportunistas.

MATERIAL.
Cepas de:

Aspergillus fumigatus
clavatus
terreus
flavus

niger
Cajas para microcuitivo.
Matraz con glicero! al 10% (estéril).
Cajas con agar Sabouraud dextrosa.
Preparaciones de biopsias o muestras parasitadas.
Asa micologica.
Bisturi, tijeras y pinzas.
Mechero.
Microscopio.

TECNICA.
1._ Observar las muestras parasitadas proporcionadas por
el profesor.
2._ Realizar cultivo, observacion de éste y microcultivo.
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RESULTADOS.

A) MACROMORFOLOGIA.

A1) A. fumigatus.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.2) A clavatus.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A3) A. terreus.
Medio de cultivo

ANVERSOQ. Tamafio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A4 A flavus.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafo

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.5) A. niger.
Medio de cultivo

ANVERSQO. Tamafho

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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B) MICROMORFOLOGIA.

B.1) A. fumigatus B.2) A. clavatus
B.3) A. terreus B.4) A. flavus

Q O
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B.5) A niger

CONCLUSIONES.

PREGUNTAS.

1._é Coémo explica la variedad alérgica de aspergilosis?
2._i Como diferencia A. fumigatus de A. niger y A. clavatus?
3._¢Qué criterio tiene un cultivo de expectoracidn?

4. _Mencione 2 pruebas inmunolégicas para la aspergilosis.
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MUCORMICOSIS

INTRODUCCION.

La mucormicosis es una infeccion aguda,
progresiva, rara vez crénica que se presenta en pacientes
inmunocomprometidos; es causada por varios géneros y especies de
hongos filtamentosos de la familia Mucoraceae, orden Mucoral, los cuales
se encuentran distribuidos en la naturaleza principalmente en suelo, aire y
materia organica en descomposicion. Entre los agentes etiologicos
involucrados en esta micosis, se encuentran los géneros:

Rhizopus, Mucor, Absidia, Rhizomucor, etc.

Al igual que en aspergilosis, se presentan varios cuadros clinicos los
cuales dependen de Ios factores predisponentes del huésped.

Las principales formas clinicas de la mucormicosis en orden de
importancia son: rinocerebral, toraxica, abdominal-pélvica, gastrica y la
forma cutanea.

Todas las manifestaciones clinicas de la mucormicosis son de evolucion
rapida y fatal, usuaimente de 10 a 70 dias.

Los agentes eticlégicos tienen predileccion por pacientes diabéticos
desconpensados y secundariamente en leucemicos, linfomatosos,etc, en
estos pacientes los mucorales invaden vasos, principalmente arterias,
provocando embolias y necrosis de! tejido circundante.

El diagnéstico de la mucormicosis, al igual que en otras micosis
oportunistas, resulta dificil por la interpretacién de los resultados, ya que
los agentes etiolégicos son de hongos que facilmente se aislan del medio
ambiente; por lo tanto, es indispensable tener en cuenta caracteristicas
inherentes a la enfermedad y al paciente. En la mayoria de los casos de
mucormicosis, no es posible demostrar al hongo directamente en la
muestra clinica, ni aislarlo en medios de cultivo, por lo tanto se recomienda
el estudio histopatologico utilizando la técnica de Gomori-Grocott.

En la observacién microscopica de las muestras clinicas, se deben buscar
hifas cenociticas poco ramificadas y muy anchas.

AUn no hay procedimientos serol6gicos de importancia diagnoéstica para la
mucormicosis, por los diversos cruces inmunoldgicos.
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OBJETIVO.

Por medio de las diferentes preparaciones
proporcionadas por el profesor de muestras parasitadas, el alumno
identificara las hifas cenociticas caracteristicas de los agentes etiolégicas
de mucormicosis.

MATERIAL.
Cepas de: Mucor sp.
Rhizopus sp.
Absidia sp.
Syncephalastrum sp.
Cunninghamella sp.
Cajas para microcultivo.
Matraz con glicerol al 10% (estéril).
Cajas con agar Sabouraud dextrosa.
Preparaciones de biopsias o muestras parasitadas.
Bisturi, tijeras y pinzas. =
Machero
Microscopio.

TECNICA.
1._ Observar las muestras parasitadas proporcionadas por
el profesor.

2._ Realizar cultivo, observacién de éste y microcultivo.

RESULTADOS.
A) MACROMORFOLOGIA.
A.1) Mucor sp.
Medio de cultivo
ANVERSO. Tamano
Color
Forma
Caract. especiat

REVERSO.
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A.2) Rhizopus sp.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.3) Absidia sp.
Madio de cultivo

ANVERSO. Tamaiio

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.

A.4) Syncephalastrum sp.

Medio de cultivo

ANVERSO. Tamano

Color

Forma

Caract. especial

REVERSO.
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A.5) Cunninghamella sp.
Medio de cultivo

ANVERSO. Tamafo
Color
Forma
Caract. especial

REVERSO.
*
B) MICROMORFOLOGIA.
B.1) Mucor sp. B.2) Rhizopus sp.

O C
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B.3) Absidia sp. B.4) Syncephalastrum sp.

O O

B.5) Cunninghamella sp.

CONCLUSIONES.
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PREGUNTAS.
1._¢Cudl es la variedad clinica més frecuente de la

mucomicosis?
2._Explique porque los mucorales prefieren a los pacientes diabeticos

descompensados.

3.__¢Qué criterio tiene obtener un cultivo positivo de un mucoral?
4._; Cémo diferencia Rhizopus sp de Mucor sp?

5._¢ Cuéles son las pruebas confirmatorias de una MUCOMmMICoSiS?
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REACTIVOS Y COLORANTES

+ Reactivos.

1._ Hidréxido de potasio al 10%: Hidréxido de potasio (KOH)
10 g. Agua destilada 90 mi.

2._ Hidréxido de potasio-azul Parker: Hidroxido de potasio al 10% 90 mi.
Tinta azut de Parker 10 ml.

3._ Lugol: Yoduro de potasio (KI) 1g. Cristales de yodo (I°) 1.5g. Agua
destilada 100 mi.

o Colorantes,

1._ Azul algodén acético: Azul de algodén 0.5g. Acido acético
3 ml. Agua destilada 97 ml.

2._ Azul de lacto-fenol: Azul de algodén (de anilina) 0.05g. Glicerol 40 mi.
Fenol (cristales) 20g. Acido iactico 20 ml. Agua destilada 20 ml.

Preparacion: disolver el fenol en acido lactico, posteriomente se
agrega agua y glicerol, calentando ligeramente, por ultimo se adiciona el
azul de algodén.

3._ Alcohol acido {(modificado de Ziehi-Neelsen): Acido sulfurico 0.5 ml.
Agua destilada 99.5 ml.

4. Solucién de cristal violeta: Solucién A: Cristal violeta 2g. Alcohol
etilico (95%) 20 mt. Solucién B: Oxalato de amonio 0.9g. Agua destilada
80 ml.

Preparacién: mezclar la solucién A y B y dejar reposar por 24 h;
filtrar.

124



L 3]

5. Eritrocina: Eritrocina 1g. Alcohol etilico 1 ml. Agua destilada 98 ml.
Preparacion: disolver el coiorante en el alcohol etilico, posteriormente
agregar el agua destilada.

6._ Fucsina basica o carbén fucsina: Solucion A: Fucsina basica 4g.
Alcohol etilico 20 ml. Solucién B: Fenol (cristales) 8 mi. Agua destilada
100 ml.

Preparacion: obtenga la solucién A, deje reposar 24h, posteriormente
agregue la solucién B y filtre en papel.

7._ Solucién de Giemsa: Giemsa 1g. Glicerol 66 ml. Alcoho! metilico
absoluto 66 mi.

Preparacion: disolver el colorante en glicerol, caientar durante 1h a
60°C, posteriormente agregar el metanol y filtrar.

8._ Colorante de Wright: Colorante de Wright 0.30g. Glicerol
3 mil. Alcohol metilico absoluto 97 mi.

Preparacién: mezclar el colorante en glicerol y posteriormente
agregar el alcohol metilico.

TINCIONES

1._Tincién de microcultivos con azul de algodén acido.

- Retirar el exceso de agar con la ayuda de un bisturi.
- Fijar la preparacién con metanol hasta evaporacion.
- Tefiir con azul de algoddn acido por 15 minutos.

- Lavar ligeramente con agua destilada.

- Lavado con alcohol del 96%.

- Lavado con aicohol absoluto.

- Bafio en xilol durante 5 minutos.

- Montar la taminilla con balsamo de Canada.



A)

MEDIOS DE CULTIVO

1._ Medio de alpiste negro agar: Alpiste negro o niger (pulverizado) 70g.
Cloramfenicol 50 mg. Agar bacteriolégico 20g. Agua destilada 1000 ml.

Preparacién. remojar el alpiste negro en 1L de agua, hervir durante
30 minutos; posteriormente filtrar en gasa y papel filtro. Aforar a 1L de
agua. Esterilizar en autoclave a 110°C por 15 minutos.

2._ Arroz agar: Arroz blanco molido 8g. Agua destilada 25 ml.
Preparacién: Poner los ingredientes en matraz Erenmeyer y
esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3._ Agar para produccién de ascosporas: Acetato de potasio 10g.
Extracto de levadura 2.5g. Dextrosa 1g. Agar 20g. Agua destilada 1000 mi.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4._ Biggy agar: Citrato de bismuto aménico 5g. Sulfito de sodio 3g.
Dextrosa 10g. Extracto de levadura 1g. Glicina 10g. Cloramfenicoi 0.5g.
Agar 20g. Agua destitada 1000 mi.

Preparacién: hervir el medio por 5 minutos y repartir en cajas de Petri
o tubos. No se debe esterilizar en autoclave.

5._ Medio Borelli (Lactrimel): Harina de trigo 14g. Leche en polvo 14g.
Miel 7g. Agar 20g. Agua destitada 1000 ml.
Esterilizar en autoclave a 110°C durante 10 minutos.

6._Medio de caseina: Solucion A: Dextrosa 1g. Agar bacteriolégico 2g.
Agua destilada 50ml. Solucién B: Leche descremada (skin milk) 1.5g.
Agua destilada 50 ml.

Preparacion: esterilizar en autoclave por separado a 110°C ¢ 10
libras de presion durante 10 minutos. Una vez estéril se deben mezclar a
una temperatura aproximada 45°C, repartido en cajas de Petri.

7._Medio para investigacién de carbohidratos (zimogramas): Peptona
10g. NaCl 5g. NaOH (1N) 1 ml. Carbohidrato 20g. Agua destilada 1000 ml.
Indicador 1 6 2 gotas.
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Preparacién del indicador: Rojo de fenol 0.01g. Agua destilada 100
mi. NaOH (1N) 1 6 2 gotas.
Se esteriliza en autoclave a 10 libras de presién durante 15 minutos.

8._ Infusién de cerebro-corazén agar (BHI): Infusién de cerebro de
ternero 200g. Infusién de corazén de res 250g. Peptona10g. Dextrosa 2g.
Cloruro de sodio 5. Fosfato disédico 2.5g. Agar bacteriolégico 20g. Agua
1000 ml. pH=7.4.

Esteritizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

9._ DTM agar (Dermatophyte test medium): Fitona 10g. Gentamicina
0.1g. Cloramfenicol 0.1g. Rojo de fenol 4 ml. Agar bacteriolégico 20g. Agua
destilada 980 ml.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

10._ Harina de maiz + tween 80 : Medio de harina de maiz
990 ml. Tween 80, 10 ml.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

11._ Micosel o micobiotic agar (Sabouraud + antibiéticos): Medio de
Sabouraud 1000 ml. Actidione (cicloheximida) 400 mg. Cloramfenicol 500
mg. pH=6.5.

Preparacién: los antibidticos se adicionan de la siguiente manera: el
actidione en 1 ml. de acetona y el cloramfenicol en 1 ml. de alcohol etilico;
ambos se agregan cuando el medio ha hervido por 1 6 2 minutos. Se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

12._ Papa zanahoria agar (P-Z agar): Pulpa de zanahoria 20g. Puipa de
papa 20g. Agar bactericlégico 209. Agua destilada
1000 mi.

Preparacién: las pulpas maceradas se hierven a fuego lento por 1h,
posteriormente se filtran en gasa y se le adiciona al fittrado la cantidad
respectiva de agua para completar a 1L. Se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

13._ PZ + dextrosa al 1%: PZ 990 mi. Agar bacteriolégico 20g. Dextrosa

10g. pH=5.6.
Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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14_ Sabouraud dextrosa agar: Dexirosa 20g. Peptona 10g. Agar
bacteriol6gico 20g. Agua destilada 1000 mi. pH=6.5.
Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

15._ Tioglicolato caldo: Tripticase 20g. Cloruro de sodio 5g. Fosfato
monobasico de potasio 2g. Tioglicolato de sodio 1g. Agua destilada 1000
ml.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

16._ Medio V8 agar: Filtrado de jugo V8 500 ml. Extracto de levadura 10g.
Agar bacteriolégico 20g. Agua destilada 500 ml.
Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

17._ Medio para investigacién de xantina, hipoxantina y tirosina: Agar

nutritivo 23g. Xantina o hipoxantina 4g. Agua destilada 1000 ml.
Se esteriliza en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
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