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Introduwcciovy

Durante la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo se estudian matenas
basicas que sirven de apoyo para lograr comprender a materias mas especificas;
en ellas se ensefia a utilizar a las matematicas, a la fisica y a la computacion como
herramientas (tiles para el desempefio de nuestro futuro desarrollo profesional, se
ensefia a trabajar con sustancias agresivas, a manipular a la materia en forma
cualitativa y cuantitativa.

Mas adelante se ensefa la organizacion, estructura y funcionamiento de la
unidad funcional basica de la vida, la célula, después se estudia cada uno de los
6rganos, aparatos y sistemas de lo que se encuentra constituido un ser humano,
sus alteraciones fisiolégicas por factores internos y externcs, por lo que se
estudian a los microorganismos que logran algunas de dichas alteraciones,
aprendiendo como se desarrollan dependiendo del microambiente en el que se
encuentran, por lo que es importante conocer como y donde se desarrollan,
pudiendo interrumpir su crecimiento, previniendo o combatiendo dichas
alteraciones, utilizando al microscopio como una de las herramientas necesarias
para dicho estudio por lo que se conoce y se ensefia a cuidarlo.

Algunos de estos microorganismos no son del tode perjudiciales al hombre,
hay algunos que son aprovechados en su beneficio, ya sea en su vida cotidiana, a

nivel médico o en forma industriai.



Una vez que se conoce ésta informacion basica, podemos ingresar al
estudic de materias mas especificas, dentro de las cuales se encuentra la
Micologia-que es una ciencia integral y vasta, y en particular la mayoria de los
padecimientios gque en esta ciencia se estudian, quedan en el area de la
dermatologia; sin embargo, tienen una gran importancia en las diversas
especialidades, como la medicina intema, neumelogia, alergia, entre ofras, en
donde el QFB juega un papel muy importante en el diagndstico diferencial de
diversos padecimientos.

L.as micosis son los padecimientos que se observan con mayor frecuencia,
en nuestro pais, sobre todo en ésta época en los que se observan grandes
migraciones y constantes cambios ecolégicos.

Cuando se inicia el estudio de los hongos no se cuenta con una vasta
experiencia en cuanto a la preparacion de laminillas se refiere, ya que solo se
cuenta con la practica adguirida en microbiologia general; el cual no es suficiente
para generar preparaciones que sirvan de soporte académico en el tiempo
asignado al laboratorio de Micologia ya que son necesarias preparaciones en
{aminillas que muestren claramente las caracleristicas microscopicas de cada una
de las cepas por lo cual la elaboracién de ésta “Micro laminoteca® tiene como
propdsito dar un apoyo a la materia de Micologia proporcionando una coleccién de
laminillas de cada una de las cepas que se estudiaran a lo largo de todo el
semestre, donde se podran observar con claridad cada una de las estructuras y

caracteristicas mas importantes.



Objetivo:

Preparar una laminoteca de los hongos contaminantes, filamentosos,
levaduriformes, oportunistas y patdgenos al hombre, para dar un apoyo a fa
ensefanza de ta materia de Micologia, en la carrera de Quimico Farmacéutico

Bidlogo.

Antecedente:

Por el momento no se tiene alglin reporte de alguna otra institucién que
cuente con una micromicoteca como apoyo académico de este tipo lo cual no
quiere decir que en algin laboratorio designado a la ensefianza de la Micologia,

no cuenten con un apoyo como este sin haberlo reportado



Objetivor

Preparar una laminoteca de los hongos contaminantes, filamentosos,
levaduriformes, oportunistas y patdgenos al hombre, para dar un apoyo a la
ensefianza de la materia de Micologia, en la carrera de Quimico Farmaceutico

Bidlogo.

Antecedente:

Por el momento no se tiene algin reporte de alguna oftra institucion que
cuente con una micromicoteca como apoyo académico de este tipo lo cual no
quiere decir que en algin laboratorio designado a la ensefanza de la Micologla,

no cuenten con un apoyo como este sin haberlo reportado



Genevroalidades

Los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos:
viven en los medios mas variados y solo algunos son necesariamente parasitos de
mamiferos, pero también hay patégenos de vegetales, insectos (entomagenos) o
de otros hongos (micoparasitos). En seres humanos hay micosis como la tifia de
pies y candidosis que se consideran micosis muy frecuentes.

Los hongos mejor conocidos por todos son los macroscopicos,
denominados también setas u hongos macroscopicos, con tamario, forma y color
de lo méas variado. Por la belleza que guardan los hongos, muchos se han usado
con fines estético y ornamental. Son saprofitos o parasitos, es decir, pueden
nutrirse de materia organica inerte o de organismos vivos. Cuando el parasito, en
este caso el hongo, ocasiona una enfermedad declarada en cualquier individuo
expueslo, se le llama patdgeno. Algunos hongos. se asocian con otro organismo
para nutrirse mutuamente (simbiosis) como los liquenes, combinacion de hongos y
algas, asi como las micotrizas, asociaciones de hongos y raices de plantas, que
sirven para incrementar ia absorcién de nutrientes del suelo.

Los hongos tienen gran importancia para conservar el equilibrio de la
naturaleza, pues desintegran casi todos los restos orgéanicos, reciclando los
elementos quimicos; intervienen en la produccion de humus del suelo, muy
imporiante para su fertilidad; algunos hongos se encuentran dispenibles incluso

para programas de control biolégico.



Por si mismos, los hongos sirven como alimento o se utifizan en la
elaboracién de otros; por ejemplo, pan, vino, cerveza (Saccharomycey cerevisiae) Y
quesos como el Roguefort y Camembert (Penicillivm roquefortti_P. comembertii,);

se usan para producir salsa de soya (Rhigopus oligosporwn), fermentar la
mandioca o yuca (Corynebucterium s y Geotrichum candidum) y producir tapioca;

se utilizan en procesos industriales como la produccion de acido citrico {Aspergdicuy

niger), también sirven para elaborar antibidticos como la penicilina (Penicillivey

notatmy,_P. chryiogenuwm), las cefalosporinas {Cephalosporivm: sp), griseofulvina
(Penicilliypum, griseofulvium) y Acido fusidico (Fusidiswn sp. Mucer g}, asi mismo

producen hormonas y enzimas. Por sus usos en la industria se ha desarrollado
mucho la ingenieria genética, sobre todo en levaduras (principalmente 5.
cevevisice). Por otra parte, pueden ser una seria amenaza para los cultivos
vegetales; pueden destruir maderas, pieles, telas, obras de arte, lubricantes,
alimentos de consumo humano o animal(biodeterioro). £n ia ganaderia pueden
ocasionar grandes pérdidas econbmicas por enfermedades digestivas, abortos,
dermatosis 0 micosis sistémicas.

En los seres humanos la micopatologia es variada. Al envenenamiento
producido por la ingestibn de hongos se llama micetismo. Se conoce como
micoloxicosis a la alteracién producida por la ingestitn de alimentos que contienen
metabolitos o sustancias precursoras de toxinas de hongos como las aflatoxinas
(Aspergillus flavuy ¥ Otros) que se desarrollan sobre maiz, cacshuates y otros
sustratos utilizados como alimentos para seres humanos o animales; éstas son

sustancias muy activas que pueden originar hepatomas en animales de laboralorio



y se cree que producen cancer de higado en seres humanos. También se pueden

producir fenémenos alérgicos de hipersensibilidad en personas normales o

atdpicas, fundamentalmente asma vy rinitis (Penicillivun, Aspergillug). {12345)

Los hongos son un grupo muy diverso de eucariontes con niicleos bien
organizados, cuya membrana nuclear esta bien definida.

Existen dos tipos de células fungicas, las somaticas, que tienen ndcleos
muy pequefios y se dividen por mitosis, y las reproductoras, que tienen nucleos
mucho mas grandes y se dividen por meiosis. Casi siempre son pluricelulares,
pero también hay unicelulares como la mayorla de las levaduras;, poseen
mitocondrias y sistema endomembranoso (reticulo endoplasmico y aparato de
Golgi).

La membrana celular basal esta bien organizada y contiene gran cantidad
de esteroles, particularmente ergosterol. La pared celular basicamente esta
formada por quitina (N-acetil glucosamina), celulosa, glucanas y mananas, estos
compuestos dan rigidez a 'a c¢élula y son de importancia en la taxonomia y
propiedades antigénicas. No poseen cloroplastos, por lo que no son fotosintéticos;
su nutricion es a base de absorcion de sustancias organicas simples o elaboradas,
realizandolo, ya sea como sapréfitos © como parasitos. Debido a que no pueden
manufacturar sus propios nuirientes son heterdtrofos; su fuente primordial para su
crecimiento y desarrollo es HyO, sales de nitrdgeno y de carbohidratos (glucosa,
sacarosa y maltosa, entre otros) y necesitan de los iones inorganicos mas

comunes, pueden sintetizar vitaminas que le $0n necesarias para el crecimiento y



su reproduccin, pero hay especies que llegan a ser deficientes en estas y las

requieren tomar del medio externo. Para su crecimiento tienen un rango de

temperatura entre 20 y 30°C, mientras que los hongos oportunistas y patogenos

pueden crecer entre 35 y 40°C. A diferencia de las bacterias los hongos son
aciddfilos, siendo el pH éptimo de 5.6 para la mayoria. {35)
Los hongos se clasifican en el reino Fungae Siguiendo la siguiente

distribucién: (37,14,15,16

TABLA 1.
Reino Division Subdivisién Clase
Gymnomycotn Homgoy acudticoy o
Magttgomycotn inferioves
Fungae Zygomycoting, Zygomycetey

o Mycetne Trichomycetey
. Amautigomycotin
Ascomycoting Ajcomycetes
Basidiomycotina Basidiomycetry
Deulerompcoting Dewterovwycetes o

LoS Deuteromycetes » fungi unperfecti sON la clase de mayor interés médico,

por incluir la mayor parte de hongos palégenos y oportunistas, por lo gue se cita la

siguiente tabla de clasificacion: (3,



TABLA 2.

Clase Subclase Orden Familia
Sporobolomycetnles
Blastomycetidiae
Cryptococaley Cryptococaceae
Dewteromycelesy Sphaeroidales
o
Fungiimperfecti:  Coelowmycetiidiae Melanconiales
Moniliaceae
Mondialesy Dematiaceas
Tubercularioceae
Hyphomycetidiae Agonomycetules o
Mycelia steridlia

Estructuras somaticas

La mayoria de los hongos tanto macroscopicos como microscépicos, estan
formados por estructuras filamentosas, por lo tanto a su unidad funcional se le
denomina hifa o filamento, y al conjunto de ellas micelio o talo.

Por su origen las hifas se dividen en dostipos, en hifas verdaderas (en
hongos filamentosos} y pseudohifas (en hongos levaduriformes).

Por su funcién el micelio se divide en vegetativo, que asegura el desarrollo,
nutricion, fijacion y edificacion de la parte reproductora, y reproductivo, que es
donde se forman los érganos, y estructuras de reproducciéon. Por su forma el
micelio puede ser: filamentoso o unicelular (en levaduras). Por su diametro puede

ser macrosifonado o microsifonado; el micelio es pigmentado si posee un



pigmento de! tipo melanico (hongos dematiaceos) o es hialino si carece de

pigmento; el micelio es septado si tiene divisiones o es cenocitico si no'las tiene.

Microscapicamente las hifas pueden observarse de diferente forma, ya sea
en forma de zarcillo, espiral, cuerpos nodulares, candelabro favico, pectinadas,

rizoides, coremium o en forma de raqueta. (3,4.7,14,15,16)

Estructuras reproductoras

Los hongos siempre se reproducen por esporas, las cuales pueden ser
sexuales o asexuales. Sino hay esporas se habla de micelio estéril.

La reproduccion sexual o perfecta (hongos teleomorfos) tiene tres procesos:
fusion de protoplasma de ¢rganos sexuados o plasmogamia, fusion nuclear o
cariogamia y meiosis. Puede ser heterotalica, cuando existen los sexos +
{donadora} y - {receptora) en talos separados u homotalica cuando ia reproduccién
perfecta se realiza en un solo talo. Las esporas sexuales son: Basidiosporas
{(unicelulares y haploides), zigosporas (unién de dos hifas sexuadas diferenciadas
(+ y -) y ascosporas producidas por meiosis, y se forman a partir de una bolsa o
asca que produce un numero determinado y caracteristico de esporas; las ascas
pueden ser de cuatro tipos: ascostromas, apotecios, cleistotecios y peritecios.

La reproduccion asexual o imperfecta es muy importante porque es la forma
de propagacion de la especie y es de gran utilidad para la tipificacion de las

especies de hongos, las formas de reproduccion asexuada clasificadas



tradicionalmente son: talosporas (laloconidias), conidias y esporangiosporas
{endoconidias).

Las taloconidias se dividen en cinco subgrupos: artrosporas {artroconidias),
blastosporas (blastoconidias), clamidosporas (clamidoconidias), dictiosporas
{dictioconidias) y aleuriosporas (aleuroconidias). Las conidias, pueden ser macro o
microconidias y las endosporas son esporas que se encuentran dentro de una
membrana o esporangio,

tos hongos poseen estructuras especializadas, la mayoria son las que
tienen como funcién la formacién de conidias (conidiogénesis), los principales
ejemplos son: conidiéforo, que es una prolongacion del talo que genera a las
conidias, el esterigma que es una pequefia ramificacion de la hifa de donde nacen
las esporas o conidias, la fidlide que es una estructura que nace del micelio,
esporangioforo, hifa especializada que sostiesne al esporangio, vesicula o

prolongacion del conididforo y esporangio. (3.4,7.14,15.16 )

Conidiogénesis

Las conidias pueden ser de origen blastico o talico.
Blastico: durante el proceso de maduracién hay un proceso de sintesis y lisis
(necformacién) de la pared celular al momento de producir las conidias blasticas;

se forma el septo después de! proceso y ocurre una separacion por esquizolisis.



Talico: ocurre un proceso de transformacion del materiai genético en el extremo a
ser conidio; el septo se forma antes del proceso de division, ocurre la separacion,
la cual puede ser por rexdlisis o esquizolisis.

Los conidios pueden ser, de acuerdo a su division:

Blasticos: levaduras.
Haldblasticos: participan fas dos partes completas de la pared celular de!
hongo.
Enterdblasticos: participa la capa interna solamente durante la gemacion y

luego se regenera la doble pared.

Talicos: de micelio,
Halotdlico: participan las dos partes de la pared.
Haloatico: En la formacion de éstos articulos existen las dos partes de la
pared fangica.
Enteroartico. Solamente participa la parte interior del filamento, la cual se

fragmenta en conidios.

Tipos de conidlos en relacion a la posicion de la célula conidiogénica:

Terminal Intercalar Basipeta (esta en ia base)



Acropeta Sincrondgena
{maduran al mismo tiempo)

De acuerdo al orden de distribucién del conidio en reilacion a otro conidios.

Solitarios

ey ey e T

Botriosos (como racimos de uvas)



Relacidn de la célula conidiogena respecto al proximo conidio en formacion:

P T T T A P S Y PO PRI B N PR I PP T

Petermnada: No le pasa nada (a la célula conididgenica) pero hay cambios
morfoldgicos.

Proliferativa: Aumenta de volumen y pueden ser:

Basauxica

Percurrente Retrogresiva: se hace pequefa



Relacion de la célula conidiogena respecto al proximo conidic en formacion:

.. ok
h=rreraos e ks S e

Petermnada: No le pasa nada (a la célula conididgenica) pero hay cambios
morfolégicos.

Prdiferativa: Aumenta de volumen y pueden ser:

Basauxica

Percurrente Retrogresiva: se hace pequefia



Estable: no le pasa nada

De acuerdo a caracteristicas especiales (si existen éstas) de la célula
conididgena: -

Pordgena Fialidica
(poroconidios) {fialoconidios)

WP T EPIY

Anelidica (es retrogresivo)
(Aneloconidios)
Para el estudio de los hongos es importante conocer algunos conceptos
como: dimorfismo fiingico que es el fenémeno por el cual un hongo pasa de una
forma micelial a levaduriforme reversiblemente. Hongos bifasicos, que se refiere a

aquellos hongos que presentan dos formas, una filamentosa (fase infectante) y a



diferencia de los hongos dimérficos, no presentan fase levaduriforme sino de otro
tipo por ejemplo las células fumagoides de la cromomicosis o las esfénulas de
Coccidioider _ummitisy (fase parasitaria). Pleomorfismo fingico que es una
transformacion irreversible de una cepa que da un micelio blanco, algodonoso y

estéril. (6)

Hongoy contuminantes

Tradicionalmente se estudian en micologia médica algunos padecimientos

causados por bacterias del grupo de los Aclinomycetales y de los

Corynebacterium, asi como también las infecciones por algunas algas
aclorofilicas; a todas éstas se denominan falsas micosis o pseudomicosis; tat es el
caso del micetoma actinomicético, la actinomicosis, 1a nocardiosis, el eritrasma, la
tricomicosis.

En este apartado se incluyen los hongos contaminantes y actinomicetos
mas importantes de nuestro medio, lamados asi por que son los microorganismos
que contaminan con mayor frecuencia reactivos, medios de cultivo, sueros y
diversas muestras clinicas, pudiendo ser, algunos, agentes oportunistas, siempre
y cuando estén en contacto con un huésped inmunocomprometido. ( 24.27,28 29 )

Las micosis oportunistas son de distribucidon cosmopolita, pueden ser

benignas o muy graves dependiendo de las condiciones inmunologicas,

15



metabdlicas o nutricionales del huésped; son cada vez mas frecuentes y pueden
afectar cualquier tejido del organismo.

A continuacion se hara una descripcion general de las caracteristicas macro
y microscépicas de cada uno de estos hongos observados como contaminantes
con mayor frecuencia. (Todos crecen en un periodo de 5 a 7 dias a 28°C en medio

estandar de Sabouraud agar.)

Hongos que presentan micelio hialino

Aspergiluy dlowatin - Macroscopicamente es un hongo de aspecto granuloso o

pulverulento, de color verde, con un ligero halo blanco micelial, que tiende a cubrir
todo el medio de cultivo,

Microscopicamente su micelio vegetativo es macrosifonado, seplado y
hialina, mientras que su micelio reproductivo es tabicado y hialino, su reproduccion
asexual es a base de microconidias. Presenta una cabeza aspergilar, compuesta
de conididforos largos, vesiculas en forma de clava de donde nacen una serie de

esterigmas y no presenta fase sexuada, (23

Aspergdluy fumigatiy - Macroscopicamente es un hongo de aspecto polvoso,

aterciopelado y seco de color verde, con un halo micelial blanco alrededor, que
tiende a llenar todo el medio de cultivo.
Microscopicamente su micelio vegetativo es macrosifonado, septado y

hialino, mientras que su micelio reproduclivo, es macrosifonado, cenocitico y



hialine. Su reproduccion asexuada es a base de microconidias redondas. Presenta
una. cabeza aspergilar compuesta por conidioforos cortos, vesiculas
semirredondas de las que nacen en un angulo de 180° una sola serie de
'esterigmas y no presenta fase sexuada.

Es un hongo oportunista que produce principalmente aspergilosis pulmonar,
diseminada, cutanea, ética, oftalmica y estados de hipersensibilidad inmunoldgica
{o alergias). Es uno de los agentes etioldgicos de la queratitis micotica o Glcera
cormmeat iniciada por lo regular por traumatismos y/c tratamientos con

antibaclerianos y esteroides. (25

Aspergilluy niger' - Macroscopicamente es un hongo de aspecto pulverulento de

color blanco-amarillento al inicio, y posteriormente se transforma a negro, que
tiende a llenar todo el medio de cultivo.

Microscopicamente su micelio vegetativo es igual que su micelio
reproductivo: macrosifonado tabicado y hialino. Su reproduccion asexuada es a
base de microconidias redondas o elipticas. Presenta una cabeza aspergilar
compuesta por conidioforos larges, vesiculas redondas, de donde nacen
alrededor, en un angulo de 360°, dos series de esterigmas y no presenta fase
sexuada.

Es un hongo oportunista que produce pringipaimente aspergilosis pulmonar,
diseminada, cutanea, otica, oftalmica y estados de hipersensibilidad inmunologica

{o alergias). A nivel industrial es principalmente importante en la obtencion de

acido citrico a partir de glucosa, ademas de producir &cido oxalico y proteasas.

(21,22,25.26)



Apergillusy tevrveny .- Macroscopicamente es un hongo de aspecto granuloso o
pulverulento, de color inicialmente blance y posteriormente beige que tiende a
llenar todo el medio de cultivo.

Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y hialino. Su
reproduccion asexual es a base de microconidias redondas. Presenta una cabeza
aspergilar compuesta por conididforos largos, vesiculas redondas, de donde
nacen en un angulo de 180° dos series de esterigmas y no presenta fase sexuada.

Es un hongo oportunista que produce principalmente onicomicosis

{aspergilosis cutanea) afectando las ufias de los pies con mayor frecuencia.

Fusarivm sp .- Macroscopicamente es un hongo de aspecto velloso, seco, se
adhiere a las paredes del tubo, de color inicialmente blanco y posteriormente toma
tonalidades naranja ¢ violeta-lila que tienden a lienar todo el medio de cultivo,
presenta un pigmento de color naranja o violeta difusible al medio.

Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y hialino,
organizado en ocasiones en coremium (asociacion de hifas delgadas formando un
paquete "haz de trigo"). Su reproduccidén asexual es a base de macro vy
microconidias fusiformes. Sus estructuras especializadas son  conidioforos
delgados y no presenta fase sexuada.

Es el principal agente etioldgico de la queratitis micotica o Glcera corneal,
infeccion de tipo subaguda que genera inflamacién y ulceracion de la cdmea
iniciada por lo regular por traumatismos y/o tratamientos con antibacterianos y

esteroides. Es también causante de micetoma y un hongo opotunista que puede



producir aspergilosis pulmonar (Fusariwm vaginfectum) en pacientes con

antecedentes de micosis alérgica broncopulmonar y asma). (3

Geotrichum 3p - Macroscopicamente es un hongo de aspecto velloso, himedo,

ptano, de color blanco-amarillento que tiende a llenar todo el medio de cultivo.
Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y hialino. Su

reproduccién asexual es a base de artroconidias que se fragmentan del micelio.

Para algunas especies, su fase sexuada es a base de ascosporas, y se le

denomina Endomyces sp.

Es un hongo oportunista que genera geotricosis, afectando pulmones,

intestinos y raramente boca y piel. La especie que genera esta micosis oportunista
€s G. tandidumy (3)
Mondia. sp .- Macroscopicamente es un hongo de aspecto velloso, polvoso y seco
de color amariflo-naranja, pero algunas cepas son de color blanco-amarillento, que
tiende a llenar todo el medio de cultivo, presenta un pigmento naranja poco
difusible en e! medio.

Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y hialino;
presenta una membrana gruesa refringente. Su reproduccién asexual es a base
de artroconidias de membranas gruesas y refringentes, artro-blastoconidias, y no
presenta reproduccion sexual. Su importancia radica en que es un hongo que

contamina muy faciimente medios de cultivo, y diversos productos bioldgicos. )



Penicilliwww sp - Macroscopicamente es un hongo de aspeclio polvoso,
aterciopelado y plano de color verde, con un halo blanquecino en la periferia que
tiende a llenar todo el medio de cultivo.

Microscopicamente su micelic es macrosifonado, septado y hialino. Su
reproduccion asexual es mediante microconidias redondas. Sus estructuras
especializadas son conidiéforos largos y esterigmas, que dependiendo de la
especies son entre 3 y 6. Algunas especies tienen una reproduccion sexual a base
de ascosporas.

Es un hongo de una gran importancia a nivel industrial, ya que algunas de
sus especies son utilizadas para la maduracién de los quesos como es el caso de
P. _camembertii (queso camembert) y de P, _rogquefortic (queso roquefort) asi
como en la produccion de penicilina por P. cheysogenuny Otras especies mas son
utilizadas para la produccién de amilasas, pectinasas, pectasas, acido kojico,
acido oxalico y de lipidos. (12,

Rhigopus sp .- MacroscOpicaments es un hongo de aspecto velloso-algodonoso,
seco, de color inicialmente blanco y posteriormente toma un color gris ohscuro que
tiende a llenar todo el medio de cultivo.

Microscopicamente su micelio es macrosifonado, seplado y hialino
presentando rizoides y estolones. Su reproduccion asexual es a base de
esporangiosporas o endosporas redondas. Sus estructuras especializadas son
esporangios.

Alguna de sus especies son agentes etiolégicos de la mucormicosis dando

cuadros agudos rinocerebrales, pulmonares, de mal prondstico, que cursan con
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rombosis, invasion vascular e infartos. Se presenta principalmente en pacientes

diabéticos descompensados e inmunosuprimidos. (1)

Scopulariopsix sp - Macroscépicamente es un hongo de aspecto aterciopelado,
polvoso, seco y cerebriforme de color inicialmente blanco y posteriormente beige
que tiende a llenar todo el medio de cultivo. Es un hongo pleomdrfico.

Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y hialino. Su
reproduccién asexual es por medio de microconidios redondos y espiculares
(como limones). Sus estructuras especializadas son conididforos cortos y
esterigmas, que dependiendo de la especie van de 1a 4, y no presentan fase
sexual.

Es un hongo opertunista que provoca onicomicosis gue es una
manifestacion similar a la tifia de las ufias, es un padecimiento propio de personas
con problemas circulatorios y/o posteriores a traumatismos, tambien puede causar

infecciones pulmonares, ambas son micOsis muy raras. (3

Hongos dematiaceos

Alternaria sp - Macroscopicamente es un hongo de aspecto aterciopelado, seco,

de color negro gque tiende a cubrir todo el medio de cultivo.
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Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y obscuro,
formando cuerpos nodulares, su reproduccion asexuada es por medio de

dictioconidias dispuestas en cadenas. No presenta fase sexuada. (37)

Cladogporiuuw 3 .- Macroscopicamente es un hongo de aspecto aterciopelado,
$eco con algunos surcos, de colonias planas, de color verde obscuro que tiende a
llenar todo el medio de cultivo, presenta un pigmento negro difusible al medio.
Microscépicamente su micelio es macrosifonado, septado y obscuro; en
algunas cepas se presentan cuerpos nodulares. Su reproduccién asexuada es a
base de microconidias, dispuestas en hormodendrum {conidias superpuestas una
encima de la otra dando |a apariencia de “nopales”), y no presenta fase sexuada.
Es el agente etiolégico de la faeohifomicosis (cladosporiosis cerebral)
produciendo abscesos cerebrales es una micosis muy rara, y la especie que

produce esta micosis es C. bantianum: (37)

Helminthesporiwww sp - Macroscopicamente es un hongo de aspecto velloso,
seco, ligeramente aterciopelado, plano y en ocasiones se cubre con un velo
blanco, es de color negro con ciertas tonalidades de cafe obscuro, que tiende a
itenar todo el medio de cultive, presenta un pigmento negro que difunde al medio.
Microscopicamente su micelio es macrosifonado, septado y cbscuro que en
ocasiones presenta cuerpos nodulares. Su reproduccion asexual es a base de

macroconidias alargadas, con ambos extremos romos, presentando varios
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septos.. Sus estructuras especializadas son conidiéforos cortos, y no presenta
reproduccion sexual {3

Actinomicetos

Streptowwces _sp .- Es una bacteria filamentosa (actinomiceto}) que
macroscopicamente tiene un aspecto acuminado, seco y con surcos, de color
blanco-beige, tomando en ocasiones tonalidades grisaceas, como caracleristica
especial esta bacteria despide un olor a humedad. Algunas especies presentan un
pigmento café-ocre difusible en el medio.

Microscopicamente su micelio es microsifonado, septado y hialino. Su
reproduccion es a base de formas cocoides y bacilares, produce algunas esporas
de resistencia y es una bacteria Gram positiva y no 4cido alcohol resistente.

Es uno de los agentes etiologicos del micetoma, aunque también tienen una

gran importancia industrial en la produccién de antibibticos. {30,31.32)

TABLA 3.

ESPECIES DE MAYOR IMPORTANCIA

ESPECIE IMPORTANCIA ESPECIE IMPORTANCIA
S.yomaliensiy y agente etioldgico det S. erythreuy productor de
micetoma eritromicina
3. paraguayensiy | agente etioldgico del . fradies productor de neamicina
micetoma
S. griseus productor de 5. awreofaciens productor de
estreptomicina. cloranfenicol
5. veneguelae productor de 5. nodosuy productor de
cloromicetina anfotericina B
5. rimaosuy productor de 3. nowrei productor de nistatina
terramicina
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Dermatofitoy

Una de las clasificaciones clinicas mas conocidas y aceptadas es, la que
divide a las micosis en superficiales, subcutineas, sistémicas y oportunistas. En

las tres primeras predomina un criterio topografico; sin embargo, las micosis

oportunistas pueden localizarse en multiples regiones corporales. Los hongos que
producen las micosis superficiales tienen capacidad dOnicamente para afectar la
capa comea de la piel y sus anexos {pelos y ufias). En las micosis subcutaneas
los agentes efiologicos generalmente penetran por la piel a través de una solucién
de continuidad, extendiéndose posteriormente a tejido celular subcutaneo y, en
" ocasiones invaden otros tejidos profundos como el muscular y el 6seo; son raras
las diseminaciones hematogenas o linfangiticas.

En este apartado se incluyen los dermatofitos mas frecuentes como
agentes etiologicos de tifias de piel, ufias y pelos, que excepcionalmente invaden
tejidos profundos, son hongos que se reproducen asexualmente a base de macro
y microaleuroconidias, su reproduccion sexual es a base de ascas Yy ascosporas
caracterizandose por formar gimnoascos, su unica diferencia son las hifas del
peridio y solamente £pidermaphyton floccosunyno presenta reproduccion sexual.

Las micosis superficiales ocasionadas por hongos parasitos de la queratina

(dermatofitos) comprenden tres géneros:  Trichophyton, Microgporum _y

Epidermophyton. Infectan piel y anexos. Son micosis cosmopolitas que predominan

en zonas tropicales. Afectan a sujetos de cualquier edad, raza o sexo, asi como de
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localizacion en: ( 3.4,33,34,35,43 )

cualquier medio socioecondmico u ocupacion. Las tifias se clasifican segin su

tifia de la cabeza Tinea. capitiy
tifna del cuerpo Tinea corporis
lina imbricada Tokelaw
tifia inguinal Tinea cruriy
tifia de la mano Tinea manumwy

« tifia de los pies Tinea pediy

« tifia de las ufas Tinea unguiva

A continuacidn se describen las caracteristicas microscépicas de cada uno

de los géneros que comprenden los dermatofitos.

Tri

Se caracteriza por presentar abundantes microaleuroconidias con diversas
formas: piriformes, esféricas y claviformes. Tienen pocas macroaleuroconidias en
forma de clava o "puro” de paredes lisas y delgadas, con septos transversales de

diversos diametros dependiendo de la especie.
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Las macroconidias en algunas especies pueden no preseniarse, y se
requieren de algunos medios de cultivo especiales para estimular su formacion.

Los dermatofitos aislados con mayor frecuencia son: Lmentagrophyter ¥ Trubrum

como agentes etioldgicos de la tifia de los pies, ingle, ufias y cuerpo, mientras que

Ttonswany €S Un agente etioldgico de tifia de la cabeza y del cuerpo.

(3.7,34,36,37,38,39,40,42 )

Se caracteriza por presentar abundantes macroaleuroconidias con diversas
formas: fusiformes, claviformes, ovales, etc. con paredes gruesas, tienen septos
transversales, que dependiendo de la especie son & o0 15, generan escasas
microaleuroconidias de aspecto piriforme, que en ocasiones pueden estar
ausentes, por lo que se requieren de medios de cultivo especiales para estimutar
su produccién (papa-zanahoria). Los dermatofitos mas frecuentes en los
aislamientos son: Microgporwm caniy COMo agente etiologico de la tifa de la

cabeza y del cuerpo, mientras que Microzporum gyiewn,COMO agente etiologico de

tifias de 108 pies y CUerpo. | 3.7,34,36,37,38,39,40,45 )
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Epidermophyton sp

Se caracteriza por presentar macroaleuroconidias en forma de bastos o
clavas, de paredes gruesas y lisas, con 3 o 4 tabiques transversales. Las
macroaleuroconidias pueden nacer de manera independiente, o bien varias de un
mismo punto, como “racimos”. No presentan microateuroconidias. Existe una sola
especie: £. Floccowuwnu ES el agente etioldgico de tifia de los pies, ingle y ufias;

nunca parasita el pelo. (37.41)

Exophiala werneckit 0 Phaecownnellomyces werneckii

Es un hongo levaduriforme dematiaceo, agente etiolégico de la tifia negra
que es una infeccidn asintomatica de curso cronico caracterizado por la formacion
de manchas hiperpigmentadas, preferentemente en las palmas de las manos.
Crece en forma de esporas de color café e hifas tabicadas, ramificadas y en
ocasicnes con clamidioconidias y acumulos de blastoconidias, se desarrolla
lentamente a temperatura ambiente. Al inicio (una semana) la colonia es de
aspecto cremoso, negra, limitada y adherida al medio, ohservandose en este
periodo su fase levaduriforme, posteriormente las colonias empiezan a modificarse
apareciendo hifas aéreas que dan un aspecto aterciopelado, el pigmento cambia a
un color verde obscuro, observandose en éste periodo su fase filamentosa;,
presenta micelio grueso, tabicado, conididforos con una gran cantidad de conidias

arborescentes. (37.47)
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Hongoy levaduriformes

En este apartado se incluyen los hongos levaduriformes de mayor

importancia a nivel clinico (hongos oportunistas) e industrial.

Hongos oportunistas

Son hongos saprofitos indcuos, que en condiciones normales no generan
enfermedades al hombre, pero si se encuentran en contacte con huéspedes
inmunocomprometidos o que hayan sufrido algin tipo de alteracion fisioldgica
pueden generar algin tipo de micosis, aungue para que exista una micosis por
este tipo de hongos, se deben presentar las condiciones necesarias tanto del
huésped, como del hongo mismo. Entre los agentes etioldgicos se pueden
encontrar: Candida allicany y Criptococcusy neoformang. A continuacién se hara
una descripcidon general de las caracteristicas mas importantes de estos dos

agentes etiologicos. (39.48)

Candida allricany

El género Candida incluye un variado namero de especies, pero solamente
algunas de ellas pueden ser oportunistas, sobresaliendo ¢, olbicany el agente
etiologico mas frecuente de la candidosis. Una de las propiedades de este género

es la produccion de pseudomicelic y la diferenciacién entre las especies se realiza
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fundamentalmente por pruebas bioquimicas basadas en la fermentacion y
utilizacion de carbohidratos, zimograma y auxonograma respectivamente.

En general todo el género presenta colonias limitadas, planas, cremosas,
opacas, generalmente lisas, aungque algunas veces se presentan rugosas, de color
blanco o blanco-amarillento. Es posible ver formaciones de pseudomicelio que se
introducen en el agar.

Todas las especies se reproducen por blastoconidias, formando gemas de
la mitad de su tamario, también presenta pseudohifas cortas o largas, las que
determinan el grado de patogenicidad, y generalmente se tifien bien con azul de
algoddn y Wright; aunque no se rigen por el Gram, generalmente son posilivas,
llegando a cambiar cuando las colonias envejecen.

A continuacién se mencionardn algunas de las especies del género

Candidas

De mayor frecuencia De menor frecuencia
C. albi c AL Lii
C. tropicaliy C. zevlancides
C. kruged C. dellatoidea
L. glabratn. * C. hwatiae

*Candida glabratw; tambien llamada Torulopsis 0 Torulaglabrata: ES otra

especie del género Candida que inicialmente no era incluida en éste género ya
que na se reproduce por blastoconidias, no forma gemas ni presenta pseudohifas;
que son las caracteristicas del género, pero genéticamente se ha encontrado gran

similitud por lo que se clasifica en éste género. (37.49)
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Cryptococouty neoformarny

£s el agente etiologico de la criptococosis que es una micosis caracterizada
por afectar inicialmente pulmones y posteriormente se disemina a piel y visceras,
prefiriendo al SNC. El habitat mas frecuente de esta levadura es el guano de
algunas aves como palomas, pichones, gallinas, etc., por lo que la via de entrada
es principalmente respiratoria, Como caracteristica especial este hongo presenta
una capsula que es la responsable de su virulencia.

Es un hongo que se cultiva principalmente en medio Sabouraud aungue se
obtiene una diferenciacion de la especie en medio de alpiste negro dando colonias
pigmentadas café-marron, obteniendo un buen desarrollo a los tres dias a
temperatura ambiente o a 37°C. Las colonias son limitadas, mucoides, convexas,
de color blanco amarillento. Al microscopio se observan blastoconidias capsuladas
de la mitad de su tamafo, la capsula llega a ser 3 veces el tamaiio de la levadura,
raramente forma pseudomicelio o clamidoconidias y en suero no genera tubos ni

brotes germinativos. (37.50.51.52.53.54)
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Hongos industriales

Son utilizados principalmente en la vinificacion y en la cerveceria por
presentar fermentacidén alcohdlica, transformando principalmente a la glucosa,
galactosa, maitosa y sacarosa. El género Saccharomycey €5 € mas utilizado en la
industria cervecera por su alta capacidad de fermentacion alcohdlica
{(principalmente 5, cereviziae), mientras que Hernserula-tiene una tolerancia menor
al alcohol por lo que produce una delgada pelicula en la superficie de los vinos vy
de ahi su importancia, ya que es una levadura de tipo oxidativa produciendo
ésteres en vez de alcohol.

5. cerevigiae €S considerada como una herramienta muy importante dentro
de la biologia molecular y fa ingenieria genética, por ser el primer genoma
eucaridtico del cual se conoce la secuencia completa de su DNA, ayudando asi a
conocer la secuencia del DNA humano.

£n general estos géneros presentan colonias limitadas, convexas, lisas,
cremosas y opacas,.de color blanco-amarillento sin pigmento al reverso del! cultivo.
Se reproducen asexualmente mediante blastoconidias, y sexualmente por

ascosporas dispuestas en pares. (12,1255}
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Hongoy patsgenoy

Las micosis sistémicas se localizan por lo regular en forma primaria a nivel
pulmonar y posteriormente tienden a diseminarse por via hematégena a diferentes
sistemas, organos y tejidos del cuerpo; estas micosis suelen ser graves y
mortales.

Los hongos que producen tanto las micosis subcutaneas como las
sistémicas, viven libres en la naturaleza y en areas gecgraficas mas o menos
delimitadas, las primeras se adquieren por penetracion a través de heridas en la
piel y las segundas por inhalacion; son de predominio rural y no contagiosas.

En este apartado se incluyen los hongos patdgenos mas importantes como
agentes elicldgicos de cromomicosis, esporotricosis y de micetoma. A
continuacion se hard una descripcién general de las caracteristicas mas

importantes de éstos agentes etioldgicos, asi como de la patogenia

correspondiente. (3735

Cromomicosis

Es una micosis subcutdnea o profunda de curso cronico, causado por

hongos dematiaceos u hongo negro, principalmente fFongecaea pedroyoi Y
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Phialophora verrucana. Afecta piel y tejido intemo; se localiza en extremidades,
especialmente inferiores y sobre todo en el pie. Se caracteriza por nodulos,
verrugosidades y atrofia, de evolucién crénica. El parasito se presenla como
células fumagoides.

Las diversas especies causantes de cromomicosis viven en la naturaleza,
en el suelo, vegetales y sobre todo en la pulpa de la madera. Habitan en lugares
de climas humedos y calidos, la via de entrada principal es cuténea a través de
traumatismos con astillas de madera, por o que con mayor frecuencia son

afectados los campesinos. 37}

Fornsecaeapedrosoi Se desarrolla aproximadamente entre 3 a 4 semanas, presenta
colonias pardas o negras, vellosas, aterciopeladas, limitadas, a veces con surcos y
rugosidades radiales, al reverso se cbserva un pigmento negro-ocre que difunde
lentamente a través del medio.

Microscopicamente se observan numerosos hifas pigmentadas, gruesas y
tabicadas, en ocasiones con cuerpos nodulares. Tiene tres tipos de reproduccidn
asexuada: la mas comin es por hormodendrum {estructuras similares a 10s
"nopales”™, por fidlides, donde una célula base o conidibgena sostiene esporas
elipticas asemejando a un “florero™; y la tercera por acroteca, donde al final de una
hifa o conididforo se disponen alternativamente las conidias. (3757)

Phialophora- verrucosar desarrolla lentamente de 3 a 4 semanas, presentando
colonias planas, limitadas, de color ochscuro o negro, vellosas, aterciopeladas y en
ocasiones se cubre de un ligero velo de color blanco; al reverso se observa

pigmento negro poco difusible.
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Microscdpicamente se observa un abundante micelio macrosifonado,

septado y obscuro. Tiene una sola forma de reproduccion a base de fialides. (37,

Esporotricosis

Es una micosis subcutanea o profunda, producida por un honge dimdrfico
denominado Sporothrix jchenckii; de curso subagudo o cronico. Primordialmente
afecta piel y sistema linfatico en forma de lesiones gomosas que dan lugar a
lesiones fijas verrugosas o linfangiticas; en raras ocasiones es extracutanea o
sistémica por lo gque se presenta en huesos, articulaciones y otros organos. En
inmunodeprimidos el hongo se comporta como oportunista.

Es un hongo que vive en el suelo, detritus vegetal, madera, hojas y ramas
ya secas o frescas; generalmente habita en c¢limas templados y hiimedos, la via de
entrada principal es cutinea a través de traumatismos y escoriaciones con
material contaminado, como paja o zacate, por lo que se clasifica como una
enfermedad ocupacional, presentandose en campesinos, amas de casa, nifios de
edad escolar, cultivadores y vendedores de flores, cazadores, mineros,
pescadores, empacadores de vidrio y loza, etc. Debido al polimorfismo de la
esporotricosis, existen muchas clasificaciones clinicas como lo son: cutaneo-
linfatica, cutaneo-fija, cutanec-supetficial, cutdneo-hematogena, osteo-articular,
pulmonar y sistémica.

La fase filamentosa se obtiene a 28°C en medio de Sabouraud y micosel

agar. Las colonias se desarrollan rapidamente, al inicio (3 a 4 dias) se presentan
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limitadas, de aspecto membranoso, radiadas y de color blanquecino,
posteriormente se desarrolla micelio aéreo y la colonia se hace acuminada, pero
conservando su aspecto mucoide, el color se torna café obscuro y dependiendo de
los diversos medios y de ia cepa en si, puede no llegar a pigmentar.

Microscopicamente se observan hifas muy delgadas, septadas, ramificadas
y hialinas. Su reproduccion asexuada es a base de conidias ovoides o piriformes,
que se forman de dos maneras, algunas nacen de un conidioforo disponiéndose
alrededor de &l, de manera que presenta un aspecto de “flores de durazno o
margaritas”, y las otras nacen directamente de las hifas (simpodulosporas y
radulosporas, respectivamente). Cuando las conidias se desprenden, se hacen
mas gruesas, de forma triangular y son las agrupaciones de éstas las que forman
el pigmento de la colonia.

La fase levaduriforme se obtiene a 37°C en medios ricos en nutrientes, tales
como gelosa sangre y BH! agar, puede estimularse su crecimiento agregando 5%
de CO,. El desarrollo se obtiene de 3 a 5 dias presentandose colonias cremosas,
blanco amarillentas, ligeramente acumuladas y bastante similares a las colonias
bacterianas. .

Microscopicamente se observan células levaduriformes, ovoides o
alargadas, en ocasiones presentan fragmentos de micelio, como residuo del

mismo dimorfismo. {3,7.58.50,60)
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Micetoma

Se le conoce también como pie de madura o maduromicosis. Es un
sindrome anatomoclinico de tipo inflamatorio crénico, que depende de inoculacion
traumatica exdgena de hongos ¢ actinomicetos aerobios y se denomina
eumicetoma o actinomicetoma. Afecta piel, tejido celular, 2 menudo huesos y en
ocasiones visceras. La localizacidon mas frecuente es el pie y esta constituido por
aumento de volimen, deformacion de la regién que afecta y con lesiones de
aspecto nodular, fistulizadas, de donde drena un exudado filante, seroso o

purulento que contiene las formas parasitarias denominadas “granos”, los agentes

etiologicos mas imporantes son: Nocordia bragiliensis, Nocardiar astercidey y
Actinomadure _madure , ¥ en casos muy rarcs Candida tropicaliy.

(3.7.61,64,65.66,57,68 }

Los hongos y actinomicetos productores de micetoma viven en el detritus
vegetal, madera, diversas plantas, se relacionan con las espinas, generalmente
habitan en climas subtropica! vy tropical {comprendidas en areas vecinas al tropico
de Cancer), la via de entrada principal es cutanea a traves de fraumatismos
provocados por espinas, astillas, claves, piedras, mordedura de reptiles, etc., por
lo que la zona localizada es mas frecuente en los pies. Es un padecimiento propio
de campesinos, obreros, mecanicos, amas de casa y personas que trabajan en
condiciones rudimentarias, sin proteccion de zapatos cerrados.

Granos tipo Necardia-son microsifonados, de color blanco o blanco amarillento, de
forma multilcbulada dando un aspecto “arrifionado”™ o como ‘“fetos”, pueden

presntar numerosas clavas en |a periferia.
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Crece en medio Sabouraud y extracto de levadura agar, es inhibido por el
cloramfenicol. Las colonias se desamollan entre 10-12 dias a lemperatura
ambiente, son de tamafo limitado, secas, de color naranja y raras veces con
tonalidades blancas, de forma acuminada, surcada y de consistencia suave; al
reverso no presenta pigmento y también despide ofor caracteristico a humedad.g2)
Granos de A_madure son microsifonados, visibles a simple vista (1 a 5 mm), de
color blanco amarillento, de forma redonda irregular y de consistencia blanda.

Microscopicamente se observan lobutados y en algunas partes de su
periferia tienen pseudoclavas o flecos.

Crece en medios ficos como BHI agar, para su primo-aisiamiento, a 37°C.
Las colonias se desarrollan entre 20 y 40 dias. En resiembras se adaptan al
Sabouraud agar a temperatura ambiente. Las colonias son pequefias, limitadas,
de color blanco amarillento, himedas, de consistencia suave, ligeramente
acuminadas y cerebriformes; no producen pigmentos.

Microscopicamente se observan microorganismos Gram positivos, no son
acido alcohol resistentes (AAR); tienen una gran cantidad de filamentos
microsifonados, septados, y que en ocasiones se fragmentan en formas bacilares

y cocoides. (1)
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Materiod y métodoy:

A) microovganismoy
Para conformar esta microlaminoteca se utilizaron diferentes cepas,
proporcionados por el cepario de la Facultad de Quimica UNAM y por el

Departamento de Micologia del Hospital General de México las cuales se

dividieron en los siguientes grupos:

a) Actinomicetos y Hongos contaminantes:
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b)Dermatofitos y hongos de micosis superficiales:

Epidermophaton floccopinm
Micrompovum caniy

i) Dematiaceos.-

Exophinla wernekii o Phaconnnellomycey werneckiifase levaduriforme

Erophicla wernekii-o Phaecannellomyces werneckic fase filamentosa
c) Hongos levaduriformes:

Candida allricany

Cryptocotcusy neoformany
Hargenola gp
Saccharowycey bayoruy
Saccharomycey cevevigioe
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d} Hongos patdgenos y actinomicetos de micosis subcutaneas:

Phialophoroeverrucosa
Spovothwir sk ki

i} Actinomicetos.-

Necardio agteroidesy
Adtinomadiure madire

B) medioy y condicionesde cultivo

Todos los hongos fueron mantenidos y activados en medio de Sabouraud

agar(ANEXO}

y para el microcultivo se utilizaron diferentes medios de cultive,
dependiendo de la clase del hongo:

a) Para los hongos contaminantes y actinomicetos se utilizé el medio de
Sabouraud agar, la incubacién fué de 28°C por un periodo de 5 a 7 dias.

b) Para los dermatofitos se uso e! medio Borelli®™*© y se incubs a 28°C
por un periodo de 15 a 20 dias. (10.3363)

i} Dematiaceos

Exaphisla wernekii S€ Cullivd en medio de Sabouraud agar a 28°C

por un periodo de 4 a 5 dias para observar su fase levaduriforme. Para observar
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su fase filamentosa se incubd bajo las mismas condiciones, por un periodo de 15 a
20 dias.
c¢) Para los hongos levaduriformes se utilizaron los siguientes medios:
i} produccion de ascosporas
Hangenula sp se sembrd en un trozo de zanahoria esterilizada

incubandose de 10 a 15 dias a 28°C.

Saccharomycey bayanuy ¥ Saccharomycey cevevigiog 58 sembraron en

medio de agar acetato incubandose de 10 a 15 dias a 28°C.

Candida allicany Y Cryptococcuy neoformang S€ sembraron en medio

de Sabouraud agar incubandose 5 dias a 28°C.

d) Para los hongos patdgenos y actinomicetos de micosis subcutaneas se

utilizaron los siguientes medios:

i) Fongeco pedrosgy , Phialophora verrucosa ¥ Sporothwin jchenckii se
sembraron en medio de Sabouraud agar a 28°C por un periodo de 15 a 20 dias,

ii) Actinomicetos:

Nocardio optervoidey Yy Actimomadiwe madwre S€ Sembraron en

medio de Sabouraud agar, incubandose 5 dias a 28°C.
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. Tecnicavde Gras

Se realizaron tinciones de Gram a las siguientes cepas. Candida albicany

_Npeardio asteroidey Y Actinomadure madure para lo cual se tomé una asada y se
realizé un frotis fijandolo directamente a ta flama. Se cubrieron las preparaciones
con el colorante primario, cristal violeta, durante un minuto, se lavo ligeramente
con agua y se cubrid la preparacién con lugol, por un minuto, se lavd nuevamente
con agua y se decolord con alcohol acetona. De nuevo se lavd con agua y se
cubri6 fa preparacion con el colorante de contraste, safranina por un minuto mas y

se lavaron con agua dejando secar ias preparaciones al aire. (anexo)

O Técnicavde microcditive:

a) Microcultivo Se sembraron por técnica de microcultivo los hongos
contaminantes, los dermatofitos y fos hongos patégenos de micosis subcutineas,
utilizando cajas Petri estériles con portacbjetos (pares) y triangulo de vidrio en
cada caja.

En area estéril se fragmentd, con ayuda de un bisturi previamente
flameado, el medio de cultivo contenido en la caja Petri, en cuadros de
aproximadamente 1 x 0.5 ¢cm y se colocaron 1 o 2 cubos de agar (ver apartado

referente a medios de cultive y condiciones) en uno de los portaobjetos.
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Con una asa micotdgica esterilizada a la flama y fria, se tomé una asada del
cultivo de alguno de los hongos y se sembrd con el asa los cuatro lados del cubo
de agar. Se coloco el segundo portaobjetos sobre el medio de cultivo y se agregd
a la caja Petri de 10 a 15 mL de agua glicerinada (5%) estéril cuidando de no
derramar sobre los portaobjetos. Se sellé la caja Petri con cinta adhesiva y se
incubd segun las condiciones para cada clase de hongo.

b) tincién Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se separaron con
cuidado los portacbjetos y se retird el agar con la ayuda de un bisturi, y se fijd la
preparacion con 1 o 2 gotas de metanol hasta evaporacion.

Se colocd un trozo de papel filtro sobre la preparacion vy se cubrié con
eritrocina durante 8 minutos con calentamiento directo a la flama, para lo cual se
utilizaron unas pinzas para crisol y un poco de algodon empapado con etanol.

Transcurrido el tiempo de coloracidn, se retiro el trozo de papel filtro, y se
colocé el portaobjetos en una caja de Koplin, sumergiendose, primero en acetona,
después en xilol-acetona y finalmente en xilol por 8 minutos en cada solvente,
Despues a la preparacion se le puso una gota de balsamo de Canadéa y se colocd

un cubreobjetos, fijando asi la preparacién. (3, anexo)
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D) Tincionesespeciales:

a) Tincidn de ascosporas Del desarrollo del medio de agar acetato o de la
zanahoria, se realizaron frotis, fijandolos directamente a la flama. Sobre las
preparaciones se colocaron trozos de papel filtro y se cubrieron con fuscina
basica, calentando durante 10 min. con vapor de agua. Se lavaron con agua, para
quitar el exceso de colorante y después se decoloraron con alcoho! acido y se
dejaron secar. Una vez secas las préparaciones se realizaron frotis con tinta China
como si fueran frotis de sangre. Después a las preparaciones se les puso una gota
de balsamo de Canadé y se ¢olocod un cubreobjetos fijando asi la preparacion. (3,
ANEXO)

b) Tincidbn negativa para cCrptococcusy neofermansy Se fijo el frotis
directamente a |a flama y se tifid con fucsina basica durante un minuto (sin
calentamiento). Se lavd con agua destilada el exceso de colorante y se dejd secar.

Una vez secas las preparaciones se realizaron frotis con tinta China como si
fueran frotis de sangre. Después a las preparaciones se les puso una gota de
balsamo de Canadé y se colocéd un cubrecbhjetos fijando asi la preparacion. | 3,

ANEXQ)
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Resultados:

Esta microtaminoteca esta conformada por 31 cepas de diferentes hongos
realizandose 20 laminillas de cada una de ellas, proporcionando finalmente una
coleccién de 640 laminillas. A continuacion se describen los grupos en los cuales

se dividieron éstas diferentes cepas:

a) Actinomicetos y Hongos contaminantes:
Total de laminillas: 280
Medio de cultivo utilizado: estandar de Sabouraud.
Técnica: Microcultivo
Tincién: con eritrocina

* : Cepas que presentaron problemas para su cultivo.
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b)Dermatofitos y hongos de micosis superficiales:
Total de laminilias: 160
Medio de cultivo utilizado: Borelli.
Técnica: Microcultivo
Tincion: con eritrocina

* : Cepas que presentaron problemas para su cultivo.
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i) Dematiaceos.-

Exophiala wernekiis o Phacoannellomyces werneckiis
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¢) Hongos levaduriformes:
Total de laminilias: 100
Medio de cultivo utilizado: *,** estandar de Sabouraud.

L3

un trozo de zanahoria esterilizada.
whkkk

medio de agar acetato.

Técnica: *,**,***,*** frotis fijandolo directamente a la flama.

Tincion: * Gram, **negativa, *** y **** de ascosporas.
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d) Hongos patégenos y actinomicetos de micosis subcutaneas:
Totat de laminitlas: 100
Medio de cultivo ulilizada: estdndar de Sabouraud.
Técnica: Microcultivo, * frotis fijandolo directamente a la flama.

Tincién: con eritrocina, * Gram.

0@0
Yy,
. vv";-
-3 60
e s %
heat o),
* o e

Phialophoro vesv :
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Discusion

Algunas cepas presentaron dificultades para su desarrolle, fas cuales se

describen a continuacién.
*AIQMM«)I Apergilluy niger a pesar de ser hongos contaminantes, y por

tanto faciles de desarrollar, en la observacion al microscopio no se ven con
claridad las cabezas aspergilares, ni las microconidias que los caracterizan, esto
es porque al ser su desarrollo rapido y abundante, dichas estructuras se

desarrollan de una forma desordenada y apelmazada dando finalmente serias

dificultades para su observacion. A. niger y Monidlia gp Son hongos sumamente

contaminantes y para trabajar con ellos se deben de tomar algunas precauciones,
como lo es trabajar éstos hongos en forma separada, es decir en un solo dia, o
bien que sean las ditimas cepas, ya que de no ser asi se corre el riesgo de sufrir
serias contaminacioneé, principalmente con los hongos de un desarrollo mas
lento, esto se debe principalmente a las caracteristicas fisicas de estos hongos,
poseen conidias facilmente liberables y volatiles.

*fuganrieme gp Debido a que es una cepa de miltiples resiembras, con

facilidad se pierde el equilibrio de macro y microconidias, haciendo que
predominen estas dltimas, de manera que sélo observamos un 10-15% de
macroconidias; por lo tanto para tener una coleccién con una adecuada forma de

reproduccién, deben sembrarse cepas de primoaislamiento.



En los dermatofitos, Epidermophaton, flocconuwm, Microshoviun gypsesmy v

Trichophytov, mentagrophateyse enfrentd el problema del pleomorfismo fungico, ya
que inicialmente estos hongos fueron cuitivados en medio de PZ agar (papa-
zanahoria), pero el desarrollo fue nulo o muy lento (20-25 dias) presentandose con
frecuencia s6lo un micelio blanco, algodonoso y estéril, ya que al revisar al
microscopio estas laminillas no se logrd encontrar ninguna estructura de
reproduccién, por lo que se decidié cambiar de medio de cultivo de PZ agar a
medio de Borelli, obteniendo asi un mejor desarrollo y en un menor tiempo (15-20
dias), encontrandose una cantidad satisfactoria de macro y microaleuroconidias.
Estos hongos por ser de desarrollo mas lento presentaron frecuentemente
problemas de contaminacidon con hongos contaminantes, principalmente con A.
higer.

Los hongos levaduriformes que presentaron dificultad fueron los
ascosporados: Saccharowwcey cevevigiae y . bayanuy, ya que en los medios de
cultivo donde inicialmente se sembraron (zanahoria y medio V8 respectivamente)
no se obtuvieron ascosporas, por lo que se decidid cambiar al medio de agar
acetato, observandose asi, una mejor produccién en el mismo tiempo estiputado
para su desarrollo, mientras que Hawenula 3p, NO presentd ningun problema para
producir ascosporas al inducir su desarrollo en la zanahoria.

El resto de ias cepas no presentaron dificultades para su desarrollo,
utilizando el medio de cultivo estandar de Sabouraud, y las caracteristicas
microscopicas del resto de las cepas se observan claramente ya que las tinciones

realizadas fueron por Gram, tincion con tinta china y tincidn de ascosporas, donde
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se utilizaron frotis tomados directos del cultive y no requirid de algin paso
adicional. (g,10,17.18,49,20,44 )

Algo que comentar es que las tinciones con eritrocina son muy
complicadas, laboricsas y tediosas, asi como que los reactivos utilizados para su
elaboracion son tédxicos {eritrocina, xilol, acetona), el tiempo para realizar esta
tincion es largo, asi como para la siembra de cada una de las cepas se tiene que

tomar las debidas precauciones para no sufrir algln tipo de contaminacion.

Conclusion

Considerando que para el estudio de la Micologia es de importancia que se
cuente con laminillas que muestren claramente las estructuras de las que constan
los hongos de importancia educacional, esta tesis cumple con el objetivo
planteado proporcionando una laminoteca de los hongos contaminantes y
patogenos que se estudiaran en la materia de Micologia.

Se constato la capacidad que tienen los dermatofitos para pleomorfizar si se
tiene alguna variacion en la temperatura de incubacion o se cambia de medio de
cultivo ya que se observd una gran variacion en los tiempos de desarrollo asi
como en la produccidon de estructuras de reproduccion al cambiar el medio de

cultivo.
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se utilizaron frotis tomados directos del cultivo y no requirié de algin paso

adicional. (g 10,17,18,19,20.44 )

Algo que comentar es que las ftinciones con erittocina son muy
complicadas, laboriosas y tediosas, asi come que los reactivos utilizados para su
elaboracion son toxicos (eritrocina, xilol, acetona), el tiempo para realizar esta
tincidn es largo, asi como para la siembra de cada una de las cepas se tiene que

tomar las debidas precauciones para no sufrir algun tipo de contaminacion,

Concluston

Considerando que para el estudio de la Micologia es de importancia que se
cuente con laminillas que muestren claramente las estructuras de las que constan
los hongos de importancia educacional, esta tesis cumple con el objetivo
planteado proporcionando una laminoteca de los hongos contaminantes vy
patdgenos que se estudiaran en la materia de Micologia.

Se constatd la capacidad que tienen los dermatofitos para pleomorfizar si se
tiene alguna variacion en la temperatura de incubacién o se cambia de medio de
cultivo ya que se observd una gran variacion en los tiempos de desarrollo asi
como en la produccién de estructuras de reproduccion al cambiar el medio de

cultivo.
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En cuanto a las levaduras ascosporadas se comprobo que el medic de
cultivo tiene influencia para la produccion de éstas estructuras de reproduccion.

Para evitar problemas de contaminacién es importante tomar medidas de
precaucion al trabajar con hongos 'que tienen desarrollos a diferentes tiempos ya
gue esto ocasiona que los hongos contaminantes tomen ventaja con respecto a
los de desarrolio mas lento ocasionando serios problemas de contaminacién.

Para observar con claridad las caracteristicas especificas de un hongo, en
especial los contaminantes y dermatofitos, se obtienen mejores resultados de una
cepa proveniente de un primo aislamiento que de una proporcionada de un
cepario, ya que las caracteristicas estructurales macro y microscéopicas tienen una
gran variacién; observandose las caracteristicas tipicas descritas en la literatura

en las cepas provenientes de un primo aistamiento y no en las provenientes de un

cepario.
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ANEXO

MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y COLORANTES

Sabouraud agar:

Dextrosa 20 g, Peptona 10 g, Agar bacterioldgico 20g,
Agua destilada 1000 ml. pH 6 5

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

USO: medio de cultivo estandar para cultivos.

Agar acetato:
Agar 16 g. Acetato de sodio 5 g. Agua destilada 1000 ml. PH 6.5-7
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

USO: produccién de ascosporas de Sagcharemacer incubar a 30°C por 7 dias o
28°C por 10-15 dias.

Medio de Borelli:

Harina de trigo 14 g. Leche descremada 14 g. Miel de abeja 7 g. Agar
bacterioldgico 14 g. Agua destilada 1000 mi. pH 6.5

Vaciar en tubos y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Resuspender
en vortex e inclinar los fubos.

USO: estimula la fructificacion de ios dermatofitos.

Papa zanahoria agar (PZ-agar):
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Pulpa de zanahoria 20 g. Pulpa de papa 20 g. Agar bacteriologico 16 g. Agua
destilada 1000 mi.

Preparacién: las pulpas maceradas se hierven a fuego lento por 45-30 min,,
posteriormente se filtra a través de una gasa y se le adiciona al filtrado fa cantidad
necesaria de agua para completar a 1000 ml y se agrega el agar. PH 6.5-7
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min.

USO: medio de conservacion y de esporulacion.

Medio V8 agar:

Filtrado de jugo V8 500 ml. Extracto de levadura 10 g. Agar bacterioldgico 20 g.
Agua destilada 500 ml. pH 6.5-7

Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min.

USO: medio de aislamiento e identificacion de levaduras y produccion de

ascosporas.

Agua glicerinada:
Agua destilada 150 ml. Glicerina?.5 ml.

USO: Material utilizado para mantener la humedad en el microcultivo

Eritrocina:

Eritrocina 1 g. Alcohol etilico 1 ml. Agua destilada 98 m!.

Preparacién: disolver el colorante en el alcohol etilico, posteriormente agregar el
agua deltilada.

USO: como colorante de microcultivos.
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Acetona:

USO: reactivo de decoloracion para microcultivos.

P>
Xilol-acetona: = Lot
i o
Xilol 500 m!. Acetona 500 ml. =5
- o
USO: reactivo de decoloracién para microcultivos. x 2
g
12
Xilol: 'L-.: S
(-
USO: reactivo de decoloracion para microcultivos. —~
[
Caad

S

Fucsina basica:

Solucién A: Fucsina basica 4 g. Alcoho! etitico 20 ml.

Solucién B: Feno! 8 ml. Agua destilada 100 mi.

Preparacion: dejar reposar la sclucion A por 24 hrs., posteriormente agregar la
solucion B y filtrar.

USO: colorante en la tincion de ascosporas.

Alcohol acido:
Acido sulfarico 0.5 mi. Alcohol etilico 96% 100 ml.

USO: decolorante en la tincion de ascosporas.

Solucion de cristal violeta:

Solucidn A: cristal violeta 2 g. Alcohol etilico 96% 20 ml.
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Solucién B: Oxalato de amonio 0.9 g. Agua destilada 80 ml.
Preparacién: mezclar la solucion A y B y dejar reposar por 24 hrs; fiitrar.

USO: colorante primario de Gram.

Lugol:
Yodo 1 g. Yoduro de potasic 2 g. Agua destilada 300 ml.

USO: mordente en la tincidon de Gram.

Alcohol-acetona:
Alcohol etilico 80 mi. Acetona 20 ml.

USQ: decolorante en la tincion de Gl"am.

Safranina:
Solucién A: Safranina 25 g. Alcohol etilico 100 ml.
Solucidn B: 10 ml de solucién A, Agua destilada 90 ml.

USO: colorante secundario en la tincion de Gram.
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