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OBJETIVO GENERAL:

El presente compendio tiene como objetivo la generacién de un material actualizado,
completo y accesible para el proceso completo de muestras sospechosas de infeccién micética
para brindar herramientas utiles a todos los profesionales del area de la salud y que estos puedan
llevar a cabo diagndsticos precisos y seguimientos completos.

OBIJETIVOS PARTICULARES:

- Descripcion de las generalidades de los hongos y su trabajo en el laboratorio clinico.

- Ampliar las técnicas de tincidn basicas para hongos microscépicos.

- Describir la preparacién y caracteristicas principales de los medios de cultivo mas usados
en el diagndstico micolégico.

- Describir las caracteristicas principales para el diagndstico de las micosis mas frecuentes en
nuestro pais.

- Profundizar en las técnicas para el monitoreo ambiental para prevenir y solucionar
contaminacion por hongos en areas limpias.

- Ampliar y actualizar informacidn sobre medios de cultivo y caracteristicas para el manejo in
vitro de los hongos.

JUSTIFICACION:
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Desde sus inicios y aun en la actualidad, la micologia se ha visto desplazada por otros
campos de la microbiologia en el diagnéstico de enfermedades, sin embargo nuestro pais es una
zona endémica de multiples agentes micdticos (algunos de ellos causan infecciones graves en
humanos o animales) y en la mayoria de los casos producen enfermedades de evolucién larga y de
diagndstico tardado y si no se cuenta con herramientas apropiadas. Derivado de ello, es frecuente
gue los casos que se atienden en consulta médica de primer nivel, no reciben un diagndstico
certero y muy pocos reciben consultas en otros niveles hospitalarios y por lo general, estos
pacientes se reciben con enfermedades en estadios mds graves, se compromete el prondstico del
paciente por una infeccién que en un inicio quiza era facil de resolver pero que se complicé de
forma innecesaria por falta de capacitacién del personal de laboratorio. Esta tesis esta orientada
para contar como un material de apoyo de facil acceso, entendible y lo mas moderno posible ya
gue la tecnologia avanza rapidamente en el diagnéstico de distintas enfermedades tanto virales,
parasitarias, bacterianas y micdticas, podemos contar con anexos en donde se refieren técnicas
basicas tanto de tinciones, medios de cultivo y el uso basico del microscopio.

INTRODUCCION A LA MICOLOGIA:

HISTORIA DE LA MICOLOGIA

Los hongos, o las enfermedades que producen estos, se conocen desde la mas remota
antigliedad; los griegos y los romanos describieron algunas de las manifestaciones clinicas de las
dermatofitosis, como el queridn y la mentagra (Imagen 1).

Imagen 1: Hipdcrates realizando tacto a un nifio. Fuente: (https://hdnh.es/wp-content/uploads/2018/05/hipocrates-historia-555x420.jpg)
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La micologia es una rama de la microbiologia y es de las primeras en desarrollarse, los
aspectos clinicos de algunas micosis superficiales fueron descritos desde la época de Hipdcrates
(460-377 a. C.) quien fue el primero en documentar la candidosis pseudomembranosa con el
nombre de “afta alba”, lo cual fue corroborado después por Galeno (130-200 d. C.). Celso
reconocié la tifia inflamatoria o querién y el favus.
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Imagen 2: Pagina del codice de la Cruz Badiano https://2012profecias mayas fin del
mundo.wordpress.com/2014/04/03/codice-de-1a-cruz-badiano-tratado-azteca-de-medicina-y-herbolaria/

También se conocen datos de enfermedades por hongos o de la aplicacion terapéutica de
estos Ultimos por el Cédice de Martin de la Cruz, manuscrito azteca de 1552 conocido como
“Libellus de medicinabulus indorum herbis” y que fue traducido al latin por Juan Badiano vy
devuelto por el Vaticano al pais en 1990 (Imagen 2).

Imagen 3: Antonie Van Leeuwenhoek https://personajeshistoricos.com/c-cientificos/anton-van-leeuwenhoek/

Con el invento del microscopio (Antonie Van Leeuwenhoek, 1632-1723) en el siglo XVII, se
inicio el estudio cientifico de los hongos microscdpicos junto con el de otros microorganismos
(Imagen3)

11
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Imagen 4: Pier Antonio Micheli. Fuente: (Moselio Schaechter, 'Pier Antonio Micheli, The father of modern mycology: A
paean',Mcllvainea, 2000.)

En 1729, Pier A. Micheli publicé investigaciones sobre hongos en su obra “Nova
Plantarum”; a él se debe el término Aspergillus(Imagen 4). El conocimiento de la relacidon entre
hongo y enfermedad precedid a la floreciente época bacterioldgica desarrollada por Robert Koch y
Louis Pasteur.

Agostino Bassi

Imagen 5: Agotino Bassi. Fuente: (https://bit.ly/2wZ9Zju)

La historia de la micologia médica inicié en 1835 con Agostino Bassi (Imagen 5), de origen
italiano y alumno de Lazzaro Spallanzani, el fundador de la biologia moderna. Descubrié que la
muscardina del gusano de seda era producida por un hongo (Beauveria bassiana).

Imagen 6: Jean Victor Audoin Fuente: (http://science.marshall.edu/fet/euscorpius/images/audoin.gif )

En 1838, el botanico y entomdlogo francés Victor Audouin (Imagen 6) confirmé las
observaciones de Bassi y las publicé.

12
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Imagen 7: Pehr Henrik Malmsten. Fuente: (Public Domain File:Per Henrik Malmsten.jpg Skapades: 1 januari 1874

En 1845, Pehr Hendrik Malmsten (Imagen 7) descubrié el género Trichophyton con su mas
representativa especie T. tonsurans.

Imagen 8: J. B. Georg W. Fresenius. Fuente: (Institut fiir Mikrobiologie und Virologie, Universitit Witten-Herdecke, Deutschland)

En 1850, J. B. Georg W.(Imagen 8) Fresenius utilizé por primera vez el término
“aspergilosis” para una de las primeras micosis reconocidas en humanos o animales, aunque desde
1815 H. P. Mayer y G. H. Emmert ya habian descrito una infeccién en los pulmones de un cuervo.

Imagen 9: Johann Lukas Schonlein Fuente: (Dominio publico File:Schoenlein.jpg Creado el: hacia 1850 date
QS:P,+1850-00-00T00:00:00Z/9,P1480,Q5727902)

En 1839, Johann Lukas Schonlein (Imagen 9) estudié el hongo del favus, aunque se sefiala
gue él habia sospechado su existencia desde 1827.

13
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Imagen 10: Robert Remak Fuente: (Dominio publico File:Robert Remak.jpg Creado el: antes de 1865 date
QS:P,+1865-00-00T00:00:00Z/7,P1326,+1865-00-00T00:00:00Z/9)

En 1837, Robert Remak (Imagen 10), judio de origen aleman, descubrié que la tifia favica
era causada por un hongo al cual dio el nombre de Achorion schoenleinii en honor a su maestro
aleman Schonlein. No se le otorgé el crédito correspondiente, pues hizo sus publicaciones en 1845,
en lo que se considera el primer tratado de micologia. En 1839, Schonlein estudié el hongo del
favus, aunque se sefiala que él habia sospechado su existencia desde 1827. Por estas
circunstancias, persisten las controversias acerca de quién es el fundador de la micologia
dermatoldgica.

Tbythss endios

Imagen 11: Bernhard Rudolph Conrad von Lagenbeck Fuente: (Public Domain File:Bernhard von Langenbeck?2.jpg

Created: Unknown dateUnknown date)

En 1839, Bernhard Rudolph (Imagen 11) Conrad von Lagenbeck descubrid una levadura en
el algodoncillo, y en 1845 sefiald la actinomicosis en seres humanos.
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Imagen 12: Pierre Louis Alphée Cazenave https://www.historiadelamedicina.org/cazenave.html

En 1840, el famoso dermatdlogo Alphée Cazenave (Imagen 12) observd una epidemia de
tina de la cabeza y propuso el nombre de “Herpes tonsurans capillitii”, quizd por la presencia
concomitante de lesiones anulares de “Herpes circinatus” (Jean Louis Marc Alibert).

Imagen 13: David Gruby Fuente: (David Gruby, ca. 1880s)

En 1841, David Gruby (Imagen 13), un judio joven y pobre, de Budapest, quien termind sus
estudios de medicina en Viena, aislé el hongo del favus y reprodujo la enfermedad antes que Koch
formulara sus postulados; también describid la tifia microscopica y cultivé Microsporum audouinii;
lo denomind asi por el tamafio pequefio de las esporas y en honor a Audouin. Publicd sus
descubrimientos en su libro “Memoire sur une végétation qui constitue la vraie teigne”. Sus
trabajos encontraron la resistencia natural del auge bacterioldgico suscitado por Pasteur, pero
fueron apoyados por el eminente dermatdlogo Ernest Bazin en 1860. En 1842, Gruby presento el
verdadero hongo del algodoncillo (muguet) ante la Academie de Science de Paris; instald un
consultorio con gran éxito social al dedicarse a la medicina y a la magia; entre su clientela se
contaba a Chopin, Liszt, George Sand y los Dumas. Nunca fue aceptado verdaderamente por los
franceses y fue repudiado por los hdngaros. Se ignoraron los trabajos de Remak y Gruby,
seguramente por el antisemitismo médico de la época; el ultimo fue rehabilitado posteriormente
por Sabouraud, quien lo consideré un dermatdlogo mediocre, pero un observador preciso en el
microscopio; como prueba de ello, estan los dibujos que se conservan en los archivos de
parasitologia de la Faculté de Médecine, de Paris.

15
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Imagen 14: Carl Ferdinand Eichstedt Fuente: (Gemeinfrei File:Carl Ferdinand Eichstedt.jpg

Erstellt: vor 1892 date QS:P,+1892-00-00T00:00:00Z/7,P1326,+1892-00-00T00:00:00Z/9)

En 1846, Carl Ferdinand Eichstedt (Imagen 14) encontré en las escamas de pitiriasis
versicolor un hongo que luego Robin llamé Microsporum furfury, en 1898, Baillon lo clasifico en el
género Malassezia. En 1874, Louis Charles Malassez identificd el “champignon de la pelade” y en
1884, Bizzozzero lo encontrd en Pityriasis simplex y Sabouraud le llamé Pityrosporum.

HISTOIRE NATURELLE

VEGETAUX PARASITES

P

SUIL LAONNE ET SUI LES ANIMATY VIVANTS

A PARIS,

Imagen 15: Histoire naturelle des végétaux parasites Fuente: (LIBRAIRE DE L'ACADEMIE IMPERIALE DE MEDECINE,
Rue Haulereuille, 19, 1853)
En 1853, Charles Robin publico el libro “Histoire naturelle des végétaux parasites” (imagen

15), donde compildé los trabajos sobre dermatofitosis y su tratamiento tdpico, asi como la
depilacidn en la tifia de la cabeza; a él se debe la clasificacion de Oidium albicans.

16
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Imagen 16: Mucormicosis Fuente: ( A. Bonifaz,J Carrazco-Zuber,eT all. Afectacion cutanea en las micosis profundas: una revision de la

literatura. Parte II. Micosis sistémicas 2016)

En 1855, Kurchenmeister describié el primer caso de Mucormicosis (Imagen 16), aunque
este término fue acuiado hasta 1885 por Paltauf. En la segunda mitad del siglo XIX, la microscopia
aplicada a la clinica indujo a los cientificos de este periodo a buscar hongos en cualquier trastorno
dermatoldgico. También era la moda mostrar en reuniones académicas lesiones micéticas
causadas por autoinoculacién de material infectado mediante una técnica ideada por Remak,
quien fue el primero en someterse a este experimento con T. schoenleinii; en 1862, Heinrich
Koebner se inoculé favus y pitiriasis versicolor.

Imagen 17: Raymond Jacques Adrien Sabouraud Fuente: (http://www.odermatol.com/wp-content/uploads/fig_11j(2).jpg)

L
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Imagen 18: Les trignes Fuente: (Digitizing sponsor Duke University Libraries, Contributor Duke University Libraries, Language French

Bibliography: p. [813]-846)

En 1890 Jacques, inicio el estudio sistematico de las dermatofitosis y en 1910 publicé la
enciclopedia “Maladies du cuir chevelu”; el tercer volumen, “Les teignes” (Imagenl8) fue el
primer manual de micologia dermatolégica, considerado hoy como un clasico de la medicina y un
modelo de la observacién cientifica. En esa época y en la posterior, proliferaron los sinénimos de
los hongos; aumentaron de esta manera las especies, a tal grado que la nomenclatura se hizo muy
dificil y sobrevino la decadencia micoldgica, al tiempo que brillaban los trabajos de Pasteur. A
finales del siglo XIX y principios del XX, se hicieron grandes descubrimientos, no solo en Europa
sino en diferentes partes del mundo.
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Imagen 19: Henry Vandyke Carter https://www.scarborough.co.uk/henry-vandyke-carter/

En 1860, Vandick Carter (Imagen 19), en la India, describid y acufié el término “micetoma”,
fue un gran médico que luchd porque se aceptara a mujeres en las escuelas de medicina. En 1874,
Mc Questin, médico estadounidense, estudié los primeros casos de micetoma de América en
Hermosillo, Sonora, México.

Imagen 20: Otto Bollinger. Fuente: (Public Domain File:Otto Bollinger.jpg Created: before 1901 date
QS:P,+1901-00-00T00:00:00Z/7,P1326,+1901-00-00T00:00:00Z/9

En 1876, Bollinger (Imagen 20), en Europa, reconocié la actinomicosis como una
enfermedad parasitaria. En 1877, Harz encontré Actinomyces en la mandibula de un buey y
denomind Actinomyces bovis al grano (lesién producidad por el agente en el tejido). En 1883,
Domenico Majocchi describid el granuloma tricofitico y se dedicd a su estudio durante 40 afios. En
1889, Trevisan, en honor a Nocard, creé el género Nocardia (Imagen 21) y, en 1890, Eppinger
describié la nocardiosis en seres humanos. En 1892, Alejandro Posadas, estudiante de medicina,
alumno del patdlogo Robert Wernicke, describié en Argentina el primer caso de coccidioidomicosis
con motivo de su tesis recepcional.

Imagen 21: Nocardia spp cultivada en agar Sabouraud y Ziehl Neelsen.Fuente: (
https://www.intramed.net/contenidover.asp?contenidoid=85132)
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En 1894, Busse, y en 1895, Buschke, describieron la criptococosis, y en 1894, Caspar
Gilchrist, en la zona de Chicago, hizo lo mismo con la blastomicosis norteamericana. En 1896,
Wright sefialé al hongo negro Madurella mycetomii como agente causal de micetoma.

En 1898, Benjamin Schenck, casi al término de sus estudios de medicina en Rochester,

Estados Unidos, definié la esporotricosis y su microorganismo causal. En 1900, Guillermo Seeber,
también estudiante de medicina en Argentina, describid la rinosporidiosis. En 1903, De Beurman y
Gougerot, en Francia, efectuaron los estudios mas importantes sobre esporotricosis y, en 1912,
publicaron “Les sporotrichoses”, monografia clasica basada en el estudio de cerca de 200 casos. Es
curioso que siendo los franceses quienes mas contribuyeron al conocimiento de esta micosis, no la

observen en la actualidad y la consideren enfermedad de importacién.

Imagen 22: Samuel Taylor Darling Fuente: Samuel T. Darling at work with his microscope in Ancon Hospital, Panama. Samuel Taylor
Darling Memorial Library, Canal Zone.)

En 1905, Samuel Taylor Darling (Imagen 22), durante los primeros trabajos en el Canal de
Panama, describié la histoplasmosis y, en 1934, William De Monbreun cultivd el hongo, demostré
su naturaleza dimorfa y reprodujo la enfermedad de modo experimental. En 1908, Lutz, en Brasil,
informd el primer caso de paracoccidioidomicosis; a partir de 1909, Adolfo Splendore, médico
italiano, inicio el estudio del hongo y lo clasific6 como levadura. En 1928, Almeida fue quien
delimité en definitiva esta enfermedad y su agente causal. Esta micosis es exclusiva de
Latinoamérica y son los brasilefios y el grupo de Angela Restrepo, en Colombia, quienes mas han
contribuido al conocimiento de esta enfermedad.

Capyright © 2008, Dr D0, G, Casas.
[Reservados todos Tos deree hos,

Imagen 23: Cromomicosis corte histologico, organismos con aspecto “ grano de café” Fuente: ( G. Casas 2000)

En 1911, Pedroso describié en Sdo Paulo la cromomicosis (cromoblastomicosis) y, en 1915,
Lane y Mediar llevaron a cabo la primera publicacién en Boston. En 1911, Cicero comunicé los

19
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cuatro primeros casos de micetoma en Meéxico. EI mejor conocimiento clinico de este
padecimiento se debe a Latapi quien, ademas, inicié el tratamiento del actinomicetoma con
sulfonas en 1947. En 1916, Bruno Bloch, en Suiza, realizé los primeros estudios sobre inmunologia
de las micosis. Ese mismo afio, Chalmers y Archivald precisaron las diferencias etioldgicas de
actinomicetos y eumicetos en el micetoma. En 1920, Hopkins y Rhoda Benham, de la Columbia
University, iniciaron el estudio cientifico de la micologia médica.

Imagen 24: Rhoda Benham Fuente: (Arenas R. 2016)

Rhoda Benham (Imagen 24) se considera la fundadora de la micologia médica moderna por
sus aportes en patdgenesis y filogenia de las infecciones causadas por Candida.

En 1923, Berkhout dio fin a muchos errores taxondmicos en las levaduras al crear el género
Céndida. En 1931, Jorge Lobo, en Recife, Brasil, describié la enfermedad que hoy lleva su nombre.
En 1937 Dickson y Gifford estimularon el interés por la epidemiologia y la ecologia de los hongos al
encontrar modalidades benignas y ocultas de coccidioidomicosis.

Imagen 25: Gonzales Ochoa y Soto Figueroa Fuente: (Arenas R. 2016)

En 1947, Gonzalez Ochoa y Soto Figueroa(lmagen 25), en México, aislaron un polisacarido
de Sporothrix y contribuyeron enormemente al diagndstico y el estudio inmunoldgico de esta
micosis. En 1950, Gonzalez Ochoa describid el primer caso de paracoccidioidomicosis en México y
demostrd que el agente causal penetra por inhalacion. En 1958, Gentles, en Inglaterra, descubrid
el uso de griseofulvina en dermatoi tosis e inicié un gran cambio en la terapéutica antimicética.

Las bases de la nomenclatura actual fueron establecidas por Langeron (1930) tomando en
cuenta los modos de reproduccion de los hongos; ademas, luchd por el uso del latin en el lenguaje
micoldgico. Sus ideas fueron seguidas por los estadounidenses, de tal manera que Norman Conant

20
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y, sobre todo, Chester Emmons (1934) reordenaron la nomenclatura, con lo cual disminuyeron las
confusiones.

GENERALIDADES SOBRE LOS HONGOS

A pesar del gran desarrollo de la micologia en el siglo XIX y del descubrimiento de los
agentes etioldgicos de multiples enfermedades micdticas, los microorganismos causales no fueron
separados de las plantas sino hasta 1969, afio en que Whittaker los colocd en el reino Fungi
(Arenas R., 2008).

De acuerdo con Whittaker, todos los organismos de la naturaleza se clasifican en cinco reinos:

- Reino Monera: estos seres son los mas antiguos. Son organismos formados por una séla célula
(unicelulares) y de estructura muy simple. Son los seres vivos mas pequefios que existen. En este
grupo encontramos las bacterias y algunas algas, también existen bacterias benéficas que
encontramos en las raices de las leguminosas y lasperjudiciales, las que producen enfermedades
como la gripe, otras.

- Reino Protista: los protozoos y las algas unicelulares y pluricelulares pertenecen a este reino.
Viven en medios acuaticos o muy humedos. El plasmodio es un protozoo parasito que produce la
malaria.

- Reino Animal: son seres pluricelulares. Se alimentan de otros seres, por tanto son heterdtrofos.

- Reino Vegetal: son organismos formados por mas de una sola célula (pluricelulares) que realzan
la fotosintesis; gracias a la clorofila captan la energia solar y juntos con las sustancias nutritivas que
toman del suelo las transforman en alimento.

METAZOOS
(ANIMALES)

HOMNGOS

METAFITAS
(PLANTAS)

Imagen 26: Clasificacion de los 5 reinos segin Robert H. Whitaker y Lynn Margulis
http://angelicacienciaatualcancez.blogspot.com/2010/09/importancia-de-la-clasificacion-de-los.html

REINO FUNGI
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Los hongos son organismos eucariotas, que producen esporas, no tienen clorofila, con
nutricion por absorcidén, generalmente con reproduccion sexual y asexual; el cuerpo consiste
generalmente de filamentos ramificados con pared celular quitinosa.

Imagen 27: Reino fungi.Hongos microscopicos y Macroscopicos https:/slideplayer.es/slide/11091010/

Constituyen uno de los grupos de organismos mds importantes para la vida del hombre, ya
gue son los responsables de gran parte de la descomposiciéon de la materia organica aumentando
su disponibilidad en el suelo; pueden ser comestibles, venenosos o psicotrépicos (Imagen 3);
algunos son patdgenos; otros, producen ciertas sustancias beneficiosas o intervienen en procesos
de elaboracidon de algunos productos comestibles (Tabla 1).

cosmnes -
eyl e g

Imagen 28: Hongos macroscopicos comestibles y venenosos de mexico. https://ejemplos.net/ejemplos-de-hongos/

TABLA 1.- Principales hongos con aplicacion en productos alimenticios.
Producto Hongo
Pan Saccharomyces cerevisae
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Saccharomyces cerevisae,
Botrytis cinérea, Leuconostoc

Saccharomyces cerevisae

Vinagre

Lactobacillus, Streptococcus o
Leuconostoc

Lactobacillus, Streptococcus o
Leuconostoc

Lactobacillus plantarum

Saccharomyces
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Aspergillus oryzae y Aspergillus
sojae

Salsa de Soja
— v Ll ] |

L
£ 3

Aspergillus oryzae y Aspergillus
sojae.

GENERALIDADES ESTRUCTURALES DE LOS HONGOS

Aunque se ha fragmentado bastante, auin la mayoria de las especies que originalmente se
situaron en el reino Fungi, pertenecen a él todavia y muy probablemente los grupos que han
guedado incluidos sean polifiléticos. Aun asi, tienen caracteristicas comunes de organizacion,
nutricién, fisiologia y reproduccion. Los integrantes de este grupo son generalmente filamentosos,
aunqgue también hay una gran variedad de hongos unicelulares.

Existen hongos con distintas afinidades filogenéticas que encontraron solucidon a sus
requerimientos nutritivos, asocidandose simbidticamente con algas. Esta unidn, que representa un
ejemplo de convergencia fisioldgica en el proceso evolutivo, constituye un grupo particular de
organismos: los liquenes.
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Imagen 29: Liquenes en madera de Arbol http://fierasysabandijas.galeon.com/CdSubbetica3/Copia%20de%20liquenverde.htm

Este tipo de relacion entre hongos y algas, se conoce como simbiosis. Este hecho
demuestra que los liquenes no pueden constituir un grupo taxondmico natural. La sistematica
moderna considera el concepto de liguen como biolégico y los clasifica dentro del gran reino de los
hongos.

La Micologia es la rama de la Biologia que tiene por objetivo el estudio de los hongos. Con
algunas excepciones, los integrantes del reino Fungi poseen las siguientes caracteristicas: Son
eucariontes, aerobios, macro o microscdpicos, heterdtrofos, la nutricién la efectian mediante la
secrecion de enzimas (exoenzimas) que digieren la materia organica antes de ingerirla (absorcién)
y es almacenada en forma de glucdgeno, poseen crestas mitocondriales en placa, membrana
celular constituida por ergosterol, quitina como principal componente de la pared celular, la
sintesis de la lisina la efectian por el intermediario acido alfa-amino-adipico (AAA) y se reproducen
por propagulos denominados esporas.

Todas esas caracteristicas contribuyen a que los hongos se encuentren o invadan habitats
muy diversos (son organismos ubicuos) y cumplan una de las funciones mas importantes en el
ecosistema que es la degradacion de material organico.

Se han descrito alrededor de 400 000 especies de hongos, pero se considera que puede
haber 1.5 billones de ellas (Bonifaz et al., 2016). De toda esta gran biodiversidad,
aproximadamente el 10 % constituye el grupo de hogos estudiados dentro de la Micologia Médica.

La taxonomia de los hongos que producen enfermedad en el humano ha cambiado, en
gran medida debido al rapido desarrollo de técnicas de secuenciacion de DNA. El nimero de
especies de hongos potencialmente patédgenos ha aumentado de manera importante. Muchas de
estas especies forman parte de complejos, y muestran entre ellas diferencias en virulencia y
respuesta al tratamiento, por lo que es necesaria la identificacion para el manejo adecuado de los
pacientes (Guarro. 2012).

CLASIFICACION ACTUAL DE LOS HONGOS
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pen Ba s idiomycota®( Cryptococcus, Malassezia, Trichosporon)

Dikarya
b S COMY COLA" Trichophyion, Sporothrix, Histoplasma, Candida, Pneumocystls)
Glomeromycota
Mucoremycotina®(Mucor, Rhizopus, Lichteimia)
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i | Blastocladiomycota
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Rozella spp.

“Gripos en donde s& encusntran hongos de interés médico

Imagen 30.- El reino fungi. (Castafiéon L., 2013).

MORFOLOGIA DE LOS HONGOS.

Los hongos son organismos formados principalmente por dos unidades anatdmicas y de
crecimiento: la hifa, en hongos pluricelulares, y la levadura, en hongos unicelulares.

- Las hifas son estructuras cilindricas que se clasifican en: cenociticas (aseptadas) o tabicadas (con
septos), generalmente multinucleadas. Crecen por el dpice (elongacion) y pueden hacerlo en
cualquier direccion, incluso dentro del sustrato. Un conjunto de hifas se denomina micelio y
cuando alcanzan cierto tamafio se dice que forma colonias.

- Las levaduras presentan formas diversas, esférica, ovoide, elipsoidal y cilindrica; crecen de forma
isodiamétrica (sin orden) constituyendo la parte vegetativa y en poco tiempo se reproducen
asexualmente por gemacion, fisiéon binaria o fragmentacion. Algunas levaduras forman cadenas,
estructuras a las que se denomina pseudohifas (por lo que la agregacion de varias de ellas se
conoce como pseudomicelio). Las colonias generalmente son poco elevadas y de consistencia
suave, cremosa, y su color oscila, en general, entre el blanco - amarillo, aunque algunas contienen
pigmentos carotenoides.

En la Micologia Médica se consideran los hongos dimodrficos. Habitualmente, en estos
casos, se identifica una forma infectiva, y una forma parasitaria, la primera presente en la
naturaleza, la segunda en el hospedero.

REPRODUCCION.
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Los hongos, durante la fase vegetativa (de nutricién y crecimiento), son haploides (n) en la
mayor parte de su ciclo de vida. El micelio vegetativo crece dentro o sobre el sustrato y absorbe los
nutrientes; desarrolla hifas aéreas, las cuales generalmente constituyen la porcién mas visible de la
colonia, y en las que se diferencian hifas fértiles, que son reproductivas y formadoras de esporas
y/o conidios.

El ciclo de vida inicia con la germinacién de una de las esporas, prosigue con el crecimiento
en un sustrato, aumenta la biomasa, y termina nuevamente con la esporulacién y la diseminacion
de los propdgulos.

La reproduccién puede ser asexual (mitosis) o sexual (meiosis), y pueden presentarse
simultdneamente. La reproduccion sexual inicia con la plasmogamia (fusién de membranas) de dos
gametos haploides; se acercan los nucleos y posteriormente ocurre la cariogamia, formando el
cigoto diploide (2n) y finalmente ocurre la meiosis para reestablecer la condicion haploide; asi que
2 nucleos haploides daran lugar a 4 nuevos nucleos recombinados haploides. Esta recombinacidn
genética proporciona grandes ventajas para invadir o resistir en ambientes desfavorables. Algunas
especies pueden “retardar” el proceso de meiosis y permanecer en una condicién dicaridtica
(n+n), una forma de resistir condiciones desfavorables, de forma esquematica podriamos escribir:
Fase vegetativa haploide --- plasmogamia --- cariogamia --- meiosis --- esporas haploides --- fase
vegetativa haploide. Dependiendo del phylum del hongo, las esporas sexuales son producidas en
estructuras especializadas como ascas o basidios y son denominadas: Cigosporas, ascosporas o
basidiosporas.

e -- =
Fignra 1. Estrachaiza de hify. va= vmoaclas; pe= Figura 2. Estmchara de una Fignr 3: Malassemia finfir SEM .
= i levadura. Cimafida sp. TEM. Tamn L - 1 TR
pared celilar, = wHmilo endoplisnaica; s= parrs 3 aba o 1 =
sepiim e nutocondria; v micleo; ves= = pama 2

N NP ~ R P

el = whee Aa1a s = mamihaana nlacmiho o
e s e
V s
_ e
T
™

Fifas pectinadas Seudatia Pl ey raguets Fiifas persdisies

Figuraf: Tipes de hifa T Uribhawen. Castafion ] (2013)

Por otra parte, la reproduccién asexual solamente incluye: fase vegetativa heteroploide (n,
2n, 4n) --- mitosis—esporas heteroploides --- fase vegetativa heteroploide. La ventaja de este tipo
de reproduccidn es el gran niumero de esporas que se forman, asi como la rapidez con que se lleva
a cabo el proceso. Los hongos filamentosos pueden reproducirse por la simple fragmentacién de
las hifas o mediante la formaciéon de estructuras especializadas (células conidiégenas o
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esporangios), mientras que las levaduras se reproducen por gemacion, fisién binaria o
fragmentacién. Las esporas de origen asexual se agrupan en: Conidios y esporangiosporas.
Fuente: (T. Uribarren (2011); Micologia Generalidades;
http://microypara.facmed.unam.mx/?page_id=773)

Imagen 31: Colonias filamentosas u levaduriformes. Fuente: (T. Uribarren (2011); Micologia Generalidades;
http://microypara.facmed.unam.mx/?page_id=773)

FACTORES DE VIRULENCIA DE LOS HONGOS.

El curso de las enfermedades micdticas, lo determina la interaccidon del agente con los
diferentes mecanismos de defensa naturales y especificos del hospedero y el medio ambiente.
Las esporas o fragmentos de micelio de un hongo patdégeno, pueden permanecer latentes o
germinar sobre la superficie del hospedero o si son inhaladas, en los alveolos de los pulmones, las
hifas resultantes pueden penetrar los tejidos, colonizarlos, reproducirse y dispersarse, alterando la
fisiologia del hospedero y causando enfermedad.

En el humano, los sistemas de defensa generalmente son efectivos, ya que la mayoria de
los hongos que estan en el ambiente, no causan enfermedad. El sistema inmune de los mamiferos
involucra factores tanto innatos (complemento, fagocitosis, procesos inflamatorios, quimiotaxis)
como adaptativos (células y anticuerpos especificos), cuya principal funcion es mantenernos
limpios de agentes infecciosos; sin embargo, existen situaciones que debilitan esas defensas
naturales o adquiridas, haciendo susceptible al hospedero.

Los factores de virulencia seran aquellas “propiedades”, generalmente moléculas, que permiten al
hongo causar dafo o enfermedad en quien lo hospeda.

El desarrollo o expresion de tales factores, comienza por estimulos externos a la célula
fungica. Esos estimulos activan cascadas de sefializacidn que provocan compuestos protectores (p.
ej: enzimas, determinantes antigénicos, receptores), causantes a su vez del desarrollo de la
patogénesis. Existe una compleja red de interacciones que incluyen la participacion de muchas
moléculas, tanto por parte del hospedero como del hongo, que permiten la expresién de diversas
vias; el resultado de esa interaccidn, sera evaluado (enfermedad o no) segun el nivel de dafo
causado en el hospedero (Tabla 2).
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De las cientos de miles de especies de hongos conocidas hasta la actualidad, unicamente
aproximadamente 300 son patdgenas para el humano y los animales, en su mayoria los hongos
son organismos de vida libre, casi todos crecen en condiciones de elevada humedad, elevada
temperatura, pH ligeramente acido y tencién de oxigeno y CO, atmosférica, pero de ser necesario
algunos se adaptan a las condiciones fisioldgicas y logran asi invadir los tejidos y convertirse en
hongos parasitos.

Tabla 2.- Ejemplos de factores de virulencia de hongos patogenos. Fuente: (T. Uribarren (2011); Micologia Generalidades;
http://microypara.facmed.unam.mx/?page id=773)
Factor de
Agente Enfermedad ] . Efecto
virulencia
, G “rodlets” I o
Aspergillus spp. Aspergilosis . . Inhibicidn de la fagocitosis
(hidrofobinas)
Alentan el movimiento ciliar y
Aspergillus spp. Aspergilosis pulmonar Gliotoxina lesionan el epitelio de vias
respiratorias altas.
Dermatofitos Tifas Queratinasas Destruccion del estrato cérneo
Dermatofitos Ides Toxinas Hipersensibilidad
Inhibicidn de respuesta inmune
. ) . (impide migracion de células de
Cryptococcus Criptococosis Capsula . . .
la inmunidad y propiedades
antifagociticas)
. ) Produccion de Anti-oxidante, resistencia a
Cryptococcus Criptococosis . .
melanina anfotericina B
] o - Produccion de Inhibe la fagocitosis por
Sporothrix spp. | Esporotricosis linfangitica . )
melanina macrofagos.
Degradan los cuerpos ceténicos
L presentes en sangre,
Mucorales Mucormicosis Ceto-reductasa

Malassezia spp.

Pitiriasis versicolor
hipocrémica

Acidos
dicarboxilicos

favoreciendo el crecimiento y
diseminacién del hongo.

Inhibicién de la tirosinasa y de la
produccion de melanina
conllevando una menor

proteccién contra los rayos UV y
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el establecimiento de agentes
microbianos daiiinos.

Destruccion de los acidos grasos
Malassezia spp. Dermatitis seborréica Fosfolipasas esenciales en la piel causando
sequedad

e e Destruyen las fibras elasticas de los
Coccidioides spp. Coccidioidiomicosis | Elastasas teiid
ejidos.

IMPORTANCIA EN LA MEDICINA:

Los hongos pueden causar en el humano: Hipersensibilidad (alergias), infecciones (micosis)
e intoxicaciones (micotoxicosis ymicetismos).

Las alergias por hongos son padecimientos causados por una reaccion de hipersensiblidad
del humano hacia esporas o fragmentos de hifas (alérgenos fungicos). Los cuadros clinicos
presentados son cutdneos o gastricos, pero los mas comunes son de origen respiratorio.

En general, las micotoxicosis se adquieren por consumir alimentos de origen vegetal
(especialmente semillas y granos de leguminosas y oleaginosas), sobre los cuales hongos
filamentosos crecieron, contaminando al vegetal con metabolitos tdxicos o micotoxinas (producto
del crecimiento natural sobre el sustrato). La identificacion de micotoxinas en granos almacenados
para consumo humano o para animales implica su desecho.

Los micetismos o ingestion de ciertos macromicetos por recreacidén, equivocacion o con
objeto de tener una "experiencia mistica" es origen de severas intoxicaciones por componentes
estructurales del hongo (micetismo).

Las infecciones de origen fungico se denominan micosis y pueden ser superficiales,
cutaneas, subcutdneas, sistémicas y oportunistas de acuerdo con el sitio anatdmico que afectan o
el tipo de infeccidn que produzcan (Tabla 3).

La adquisicién de una micosis, depende a menudo de factores predisponentes, tales como
edad, ocupacién, sexo, zona geografica, embarazo, quemaduras, inmunodepresion, quimioterapia,
radiaciéon, uso de catéteres, procesos malignos o enfermedades metabdlicas en las personas. Las
formas infectantes se adquieren habitualmente del ambiente, ya sea por contacto directo
(dermatofitos) por inhalacion (p. Ej: Coccidioides) o lesiones de continuidad (Sporothrix). Otras, se
pueden contraer o provienen de la microbiota normal, como sucede en la micosis oportunista
ocasionada por Candida.

TABLA 3.- Clasificacion clinica de las micosis. Fuente: (T. Uribarren (2011); Micologia Generalidades;
http://microypara.facmed.unam.mx/?page id=773.)
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Tipos Enfermedad

Superficial: Pitiriasis versicolor

Capas externas de piel (epidermis), Tifla negra

cabello, uilas, mucosas Dermatofitosis

i Eumicetoma
Subcutaneo: o
. . i i Esporotricosis
Dermis, tejido subcutaneo y musculo o
Cromoblastomicosis

. Histoplasmosis
Sistémico o profundo: . o
Paracoccidiodomicosis

Uno o mas dérganos / tejidos profundos o o
Coccidiodomicosis

Oportunista:
Diversos érganos. Topograficamente

pueden ser superficiales, subcutaneas L
L Candidosis
o sistémicas, pero son causadas por . .
. Criptococosis
hongos inocuos . .
. Zigomicosis
En un sujeto

susceptible, cualquier hongo puede ser
un oportunista

Hongo (Género)

Malassezia
Hortaea
Trichophyton
Microsporum
Epidermophyton

Madurella
Sporothrix
Fonsecaea

Histoplasma
Paracoccidioides
Coccidioides

Candida
Cryptococcus
Rhizopus

Las respuestas tisulares mas frecuentes que inducen los hongos cuando causan una micosis

son: Inflamacidon aguda supurativa, inflamacion crénica o inflamacién granulomatosa y depende en

general del estado de salud del hospedero, del tipo de hongo y del tiempo de progresion de la

enfermedad.

MORFOLOGIA:
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Aspecto

Algodonosas:
Mucor, Rhyzopus,

Trichophytonrubrum, Alternaria
Son colonias de tamafio ilimitado (es decir, cubren el
total del medio de cultivo), En un inicio son blancas,
pero conforme nacen los esporangios, el color de la
caja comienza a volverse mas oscura; de aspecto
velloso-algodonoso. (Bonifaz, 2012. Arenas, 2008)

Lanosas:

Microsporumcanis
M. canis desarrolla en los medios de cultivo antes
mencionados como a colonias de color amarillento,
con una superficie pulverulenta en el centro y vellosa
en la periferia.
Pulvurulentas:

T. mentagrophytes, M. gypseum
Crecimiento moderado, de color blanco con difusion
de pigmento, la colonia es vellosa, algodonosa o
granulosa y plana, en el reverso se observa un color
rojo sangre. (Arenas, 2008)

Céreas:

T. schoeleinii

Su morfologia macroscopica es muy variada en
funciéon de las distintas cepas, aunque podemos
describir dos tipos basicos: las cepas con morfologia
de tipo granular y aspecto pulverulento, de color
blanquecino o cremoso y bordes desflecados e
irregulares, con reverso de color marrén oscuro o
rojizo y las cepas con morfologia de tipo
aterciopelado, con pliegues radiados y circulares y
micelio blanco brillante y muy denso que suele virar
a rosado en las colonias mas viejas, su reverso es de
color amarillento a rojizo.

Vellosa:
Aspergillus, Botritys

Son colonias de crecimiento rapido (maduran en 3
dias), de crecimiento ilimitado, con tonalidad verde a

grisacea, con una textura de granulosa a pulverulenta.
(Bonifaz, 2012. Larone, 2011).

Mucor

Fuente: (https:/atlasdemicologia.wordpress.com/20
16/03/17/mucor-spp/)

Microsporum canis
Fuente:
(http://vetlab.blogspot.com/2005/09/microspurum-c
anis.html)

Trichophyton mentagrophytes
Fuente:

(https://atlasdemicologia.wordpress.com/2016/03/2
8/trichophyton-spp/

Trichophyton schoeleinii
Imagen 12: Fuente:

Aspergillus spp.
Fuente:
(https://atlasdemicologia.wordpress.com/2016/06/2
2/aspergillus-spp/)

Aspecto de las colonias:
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Aterciopelada:

Penicillium

Las colonias de Penicillium (diferentes de Penicillium
marneffei) son de crecimiento rapido, filamentosas y
vellosas, lanosas o de textura algodonosa. Son
inicialmente blancas y luego se convierten en verde
azuladas, gris verdosas, gris oliva, amarillentas o
rosadas con el tiempo. El reverso de la colonia es palido
o amarillento.(Bonifaz, 2012)

Penicillium spp.
Fuente:
(https://www.fba.org.ar/panel-gestion/Inf
ormeResultado/MI/mi31.pdf)

Color del micelio aéreo
o reproductivo.

Blanco:

Mucor, Rhyzopus, T. rubrum
Rhyzopus Son colonias de rapido crecimiento, las
especies patogenas tienden a crecer mejor a 37°C, su
crecimiento se inhibe con Cycloheximidas. (Larone,
2011).Son de tamafio ilimitado (llegan a cubrir todo el
medio de cultivo), Son colonias blancas, al alcanzar la
madurez (cuarto dia) comienzan a adquirir una
tonalidad gris oscura (la tonalidad se debe al desarrollo
de las estructuras de reproduccion asexual las
Endosporas), Son vellosas algodonosas y secas.
(Bonifaz, 2012).

Violeta intenso:

T. violaceum

Crecimiento moderado, de color blanco con difusion de
pigmento, la colonia es vellosa, algodonosa o granulosa
y plana, en el reverso se observa un color rojo sangre.
(Arenas, 2008) en el cual se observa la difusion de
pigmento mas marcada; las colonias blancas, vellosas,
de color blanco (con el tiempo se vuelven rosas).
(Tangarife, 2011).

Tonos Beige o amarillos:
Aspergillus

Morfologia de A. fumigatus. Colonia plana, de aspecto
aterciopelado, de color verde olivo con la periferia con
un halo claro. El estudio microscopico tenido con azul
de algodon permite visualizar cabezas aspergilares con
fidlides que solo ocupan la parte superior de la vesicula,
las conidias son incoloras y miden 2 a 3 um.(Méndez
Tovar.2014)

Tonos verde azulados:

Penicillium
Las colonias de Penicillium son de crecimiento rapido,
filamentosas y vellosas, lanosas o de textura
algodonosa. Son inicialmente blancas y luego se
convierten en verde azuladas, gris verdosas, gris oliva,
amarillentas o rosadas con el tiempo. El reverso de la
colonia es palido o amarillento.(Arenas 2008)

seEE—

Mucor spp.
Fuente: (Bonifaz 2012)

Trichophyton violaceum
Fuente: (Tangarife 2011)

Aspergillus spp.
Fuente: (Mendez Tovar 2014)
. —

Penicillum spp.

Difusion de pigmentos: en
general al comenzar a crecer los
hongos producen pigmentos de
color amarillo cafesoso, que
puede difundir al medio y se
observan en el reverso de la
colonia.

Pigmento rojo vinoso:

T. rubrum
Crecimiento moderado, de color blanco con difusion de
pigmento, la colonia es vellosa, algodonosa o granulosa y

plana, en el reverso se observa un color rojo sangre.
(Arenas, 2008).

Fuente: (Arenas 2008)
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Amarillo anaranjado:

M. canis
Colonias de crecimiento moderado de 6 a 10 dias,
blanco-amarillentas, vellosas, planas, radiadas o lanosas;
el reverso suele ser amarillo oscuro. (Arenas, 2008.
Larone, 2011)

Trichophyton rubrum
Fuente: (Arenas 2008)

N

Microsporum canis
(Larone 2011)

Topografia

Aplanada

Fusarium sp

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos
ampliamente distribuidos en el suelo y plantas. Debido

a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados
oportunistas. Pueden causar infecciones sistémicas en
pacientes  inmunocomprometidos, con una alta
mortalidad.Fuente: (Piontelli, E. Manual de Microhongos
filamentosos comunes 1. 2011; 1: 261-80[En linea]
recuperado de
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182014000100012)

Crateriforme, Cerebriforme

Trichophyton tonsurans
Se realiza en medios habituales, agar
Sabouraud-dextrosa, su aspecto es aterciopelada y
mullida, presentando una elevacion central o con pliegues
radiales concéntricos (crateriforme) o irregulares
(cerebriforme) Fuente:(Arenas, 2008. Larone, 2011)

Umbonada

Penicillium sp
Las colonias de Penicillium son de crecimiento rapido,
filamentosas y vellosas, lanosas o de textura algodonosa.
Son inicialmente blancas y luego se convierten en verde
azuladas, gris verdosas, gris oliva, amarillentas o rosadas
con el tiempo. El reverso de la colonia es palido o
amarillento.(Arenas 2008)

Fusarium sp Fuente:( Piontelli, E.
Manual de Microhongos filamentosos
comunes I. 2011; 1: 261-80[En linea]
recuperado de
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-101820
14000100012)

Trichophyton tonsurans Fuente:( Arenas,
2008. Larone, 2011)

Penicillium sp
(Arenas 2008)
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3 ~
Rugosa
Fusarium sp
De las mas de 100 especies de Fusarium descritas, solo
12 de ellas pueden considerarse patdgenas para el
humano, entre ellas destacan F. solani, F. oxysporum'y F. ‘
verticilloides, en orden decreciente de frecuencia..Fuente:
(Piontelli, E. Manual de Microhongos filamentosos e
comunes 1. 2011; 1: 261-80[En linea] recuperado de
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182014000100012)

Fusarium sp Fuente:( Piontelli, E.
Manual de Microhongos filamentosos
comunes 1. 2011; 1: 261-80[En linea]

recuperado de
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-101820
14000100012)

BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Las normas de bioseguridad para el laboratorio son reglas basicas de comportamiento
destinadas a prevenir factores de riesgo laborales procedentes de agentes bioldgicos, fisicos o
guimicos. El personal de los laboratorios debe incorporar estas normas en todos los procesos que
se realicen en el laboratorio que lo pongan en contacto con algun tipo de reactivo, microorganismo
o sustancia que pueda ser nocivo para la salud.

Las normas de bioseguridad no eliminan el riesgo de un accidente; estan elaboradas para
prevenir posibles accidentes en el laboratorio. Su conocimiento disminuye significativamente la
probabilidad de que ocurra un accidente y establece los procedimientos a seguir en caso de que
éste ocurra.

En México las Normas Oficiales Mexicanas bdsicas que regulan los procedimientos en
bioseguridad en los laboratorios son:

- NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que establece los lineamientos para la separacidn, envasado,
almacenamiento, recoleccién, transporte, tratamiento y disposicicén final de residuos peligrosos,
bioldgico-infecciosos (RPBI).

- NOM-059-SSA1-2013 que esta dedicada a las buenas practicas de fabricacién de medicamentos
pero establece conceptos importantes y varios procedimientos en materia de bioseguridad.

- NOM-007-SSA3-2011 para la organizacidn y funcionamiento de los laboratorios clinicos.
PRINCIPIOS DE LA BIOSEGURIDAD

Los principios de bioseguridad son universales: aplican a todo el personal del laboratorio.
Implican la utilizacién de barreras fisicas que se interpongan al contacto directo con materiales
potencialmente nocivos a la salud, mediante el empleo de guantes, cubrebocas, gogles, mascarillas
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de plastico, etc. Comprenden el conjunto de dispositivos y procedimientos para la eliminacion

segura de material quimico téxico y material bioldgico contaminante.

Condiciones fisicas del laboratorio

a)

b)

c)
d)

e)

f)

g)

h)

j)

k)

Los laboratorios deben tener techos, paredes y suelos faciles de lavar, resistentes a la accién de
sustancias quimicas y productos desinfectantes. Los suelos deben ser antideslizantes.

Las superficies de trabajo deben ser impermeables y resistentes a los 4cidos, alcalis,
disolventes organicos y al calor moderado.

La iluminacion debe ser adecuada, suficiente y que no produzca reflejos.

Los espacios entre mesas, armarios, campanas y otros muebles deben ser lo suficientemente
amplios para facilitar la limpieza.

El espacio designado para el lavado y almacenamiento de material debe ser separado del
espacio para trabajo.

En cada laboratorio debe haber lavamanos, con agua corriente, instalados preferiblemente
cerca de la salida.

Se debe prever un espacio para manejar y almacenar disolventes y reactivos quimicos
particularmente toxicos (acidos, alcalis).

Los laboratorios deben tener una ducha de fécil acceso y que funcione en caso de accidentes
gue comprometan una importante region del cuerpo.

Los laboratorios deben contar con un lavaojos.

En cada laboratorio debe haber minimo un extintor de incendios en el cual se podra leer
claramente la fecha de la ultima recarga y la fecha en que debe ser recargado nuevamente.
Dicho elemento debe estar al alcance del personal en caso de incendio. Asi mismo debe haber
un sistema de deteccion de humos y/o fuego con alarma.

Debe haber un botiquin y un manual de primeros auxilios por laboratorio.

REGLAMENTO GENERAL DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

v A W

9.

Reconocer que la salud del personal es lo mas importante.

Limpiar y desinfectar las superficies de trabajo al iniciar y finalizar la jornada de trabajo.

Estad prohibido comer, beber, fumar y/o almacenar comida dentro del 4rea de trabajo.
Mantener el cabello corto o recogido.

No pipetear sustancia alguna con la boca. En lugar de ello utilizar peras de plastico o pipetas
automaticos.

Los tubos que se introduzcan a la centrifuga deben ir tapados; no se debe detener
manualmente la centrifuga ni destaparla antes de que cese de girar.

Evitar contacto con agujas y elementos corto-punzantes.

No permitir la entrada de personas ajenas al laboratorio y/o que no tengan sus implementos
de bioseguridad adecuados.

Cualquier accidente, por pequefio que sea debe comunicarse al responsable del laboratorio.

10. Todos los desechos biolégicos, ya sean liquidos o sélidos, tienen que ser descontaminados por

el personal del laboratorio antes de su recoleccién y eliminacién por personal especializado.
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11. Todos los desechos quimicos téxicos deben almacenarse en contenedores debidamente
etiquetados y mantenidos en un lugar especificado del laboratorio, mientras son removidos del
area por personal especializado.

ATENCION DE DERRAMES Y ACCIDENTES

1. Cuando se produzca un DERRAME DE MATERIAL POTENCIALMENTE INFECTANTE, el operador
deberd ponerse guantes de hule y cubrir el fluido derramado con papel absorbente, derramar
alrededor de éste, una solucién de hipoclorito de sodio al 1 %, y luego verter la misma solucidn
sobre el papel absorbente y dejar actuar por 10 min.

Durante todo el proceso de desinfeccién el operador y personal que lo asiste de usar guantes de
hule y evitar el contacto con el material derramado y desinfectado.

2. Usando papel absorbente seco y limpio levantar el material y arrojarlo al recipiente de desechos
contaminantes para su posterior recoleccion por los Servicios Generales y su posterior
eliminacion.

3. Finalmente, la superficie afectada debera ser lavada con una solucién de hipoclorito de sodio al
1 %. No se recomienda el uso de alcohol ya que se evapora rapidamente y coagula los residuos
organicos superficiales sin penetrar en ellos.

4. En caso de contaminacion de la piel por salpicadura de materiales potencialmente infectantes,
lavar la zona afectada con abundante agua y jabdn. En caso de herida punzante, se deberd
favorecer el sangrado de la herida y luego buscar atencion médica.

5. QUEMADURAS pequenas producidas por derrame de material caliente se tratan lavando la zona
afectada con chorro de agua fria o con agua y hielo durante 10-15 min. Se pueden aplicar
compresas y crema para aliviar el ardor y la tirantez de la piel.

6. QUEMADURAS mas graves requieren de atencién médica inmediata. Mientras llega la asistencia
médica cubrir la quemadura grave con una gasa gruesa para aislarla del aire.

7. En caso de accidentes en el laboratorio que comprometan los 0JOS, lavarlo inmediatamente con
agua corriente durante un minimo de 10 min. Es necesario mantener los ojos abiertos con la ayuda
de los dedos para facilitar el lavado debajo de los parpados. NO FROTAR LOS OJOS NUNCA. Acudir
al médico inmediatamente por leve que parezca la lesion.

8. Ante un posible ENVENENAMIENTO de cualquier tipo, buscar asistencia médica de inmediato. Si
la persona esta inconsciente ponerlo con la cabeza de lado, taparlo con manta para que no se
enfrie. No provocar el vomito si el producto ingerido es corrosivo.

Cualquiera que sea el producto ingerido, dar un litro de agua para disminuir la concentracién del
téxico, con claras de huevo que crean una pelicula protectora en la mucosa géstrica.

9. En caso de INHALACION de productos quimicos conducir a la persona a un sitio con aire fresco.
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NIVELES DE BIOSEGURIDAD DE LOS LABORATORIOS PARA TRABAJAR CON MICROORGANISMOS
INFECTANTES POR GRUPOS DE RIESGO.

Las designaciones del nivel de bioseguridad de los laboratorios se basan en una
combinacion de las caracteristicas de disefio, construccion, medios de contencién, equipo,
practicas y procedimientos de operacion necesarios para trabajar con agentes patdgenos
(microorganismos infectantes) de los distintos grupos de riesgo.

Se reconocen 4 grupos de riesgo de los patégenos que se describen brevemente a
continuacion.

GRUPO DE RIESGO | (BSL-I)

Este grupo representa escaso o nulo riesgo individual y comunitario. Se refiere a
microorganismos que tienen pocas posibilidades de provocar enfermedades humanas o animales.

EJEMPLOS DE HONGOS QUE SE CLASIFICAN EN BSL |- Sacharomyces cerevisiae, Penicillium
roqueforti.

GRUPO DE RIESGO Il (BSL-1)

Este grupo representa un riesgo individual moderado y riesgo comunitario bajo. Se refiere
a agentes patégenos que pueden provocar enfermedades humanas o animales, pero que tienen
pocas probabilidades de constituirse en un riesgo grave para el personal del laboratorio, la
comunidad, el ganado o el medio ambiente. La exposicidn en el laboratorio a estos agentes puede
provocar una infeccidon grave. Se dispone de medidas eficaces de tratamiento y prevencién. El
riesgo de propagacion es limitado.

Ejemplos de hongos que se clasifican en BSL Il- Aspergillus spp, Candida spp, Cryptococcus
neoformans, Dermatofitos, Pneumocystis jirovecii, Sporothrix schenckii.

GRUPO DE RIESGO IlI (BSL I1I)

Este grupo representa un riesgo individual elevado y riesgo comunitario bajo. Se refiere a
agentes patdgenos que suelen provocar enfermedades humanas o animales graves, pero que no se
propagan de un individuo infectado a otro. Se dispone de medidas eficaces de tratamiento y
prevencion.

Ejemplos de hongos que se clasifican en BSL lll- TBC, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides posadasii, Paracoccidioides brasiliensis.

GRUPO DE RIESGO IV (BSL IV).
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Este grupo representa un riesgo elevado individual y comunitario. Se refiere a agentes
patdgenos que suelen provocar enfermedades graves en las personas o en los animales y que
pueden propagarse facilmente de un individuo a otro, directa o indirectamente y no suele
disponerse de medidas eficaces de tratamiento o prevencion. Todos los patégenos emergentes o
de reciente descubriemiento deben manejarse con Nivel de Contencidn IV hasta tipificarlos
adecuadamente.

Ejemplos de hongos que se clasifican en BSL IV- NO HAY HONGOS CLASIFICADOS PARA ESTE NIVEL
CLASIFICACION DE LAS INSTALACIONES DE TRABAJO EN LABORATORIOS QUE MENEJAN RPBI.

La relacién que existe entre los grupos de riesgo de microorganismos patégenos y el nivel
de bioseguridad de los laboratorios requerido para su manipulacidon experimental se indica a
continuacioén:

1. GRUPO DE RIESGO I/NIVEL DE BIOSEGURIDAD 1/BASICO

El trabajo de investigacion o de ensefianza (técnicas microbioldgicas apropiadas) en mesas
de laboratorio al descubierto, sin el requerimiento de ningln equipo de seguridad.

2. GRUPO DE RIESGO II/NIVEL DE BIOSEGURIDAD 2/BASICO

El trabajo de investigacidon (técnicas microbioldgicas apropiadas) se realiza en mesas al
descubierto y/o cdmara de seguridad bioldgica [en caso del riesgo que se produzcan aerosoles]. Se
requiere de ropa protectora y la indicacién a la entrada del laboratorio de riesgo biolégico.

3. GRUPO DE RIESGO I1I/NIVEL DE BIOSEGURIDAD 3/CONTENCION

El trabajo de investigacidn o para diagndsticos especializados requiere de ropa especial,
acceso controlado y flujo direccional del aire. Deben emplearse camaras de seguridad bioldgica
ademas de otros medios de contencion primaria para todas las actividades.

4. GRUPO DE RIESGO IV/NIVEL DE BIOSEGURIDAD 4/CONTENCION

Implica el trabajo con unidades de patdgenos peligrosos que obliga al uso de camaras de
seguridad bioldgica clase lll o trajes presurizados junto con cdmaras de seguridad bioldgica clase Il
y uso de aire filtrado. El laboratorio mismo es una camara de entrada con cierre hermético y salida
con ducha y eliminacién especial de residuos.

RECOLECCION DE RESIDUOS BIOLOGICOS, QUIMICOS Y MATERIAL PUNZO-CORTANTE.

Los Servicios Generales del Instituto son responsables de contratar una empresa de aseo
especializada y conjuntamente con ella elaborar una estrategia (diagrama de flujo o ruta sanitaria
interna) para la recoleccidon y desecho de material quimico y biolégico en toda la Institucion, de
manera ordenada y segura, para prevenir riesgos a la salud del personal del Instituto asi como para
prevenir el riesgo sanitario y ambiental del municipio en el que se localiza el Instituto. Esta
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compafiia deberd proveer de las bolsas de plastico con cddigo de colores (segun el tipo de material
a desechar) asi como de contenedores de plastico para el desecho de material punzo- cortante,
substancias quimicas téxicas asi como liquidos bioldgicos, establecer el tiempo de permanencia de
los residuos peligrosos en los sitios de generacién y la frecuencia de la recoleccion interna segun la
naturaleza de los residuos generados.

Es importante sefalar que existen mecanismos de contencidn y bioseguridad (ademas de
los sistemas para eliminacién en laboratorio clinico) por ejemplo, el uso de refrigeradores y
congeladores que disminuyen el metabolismo de los microorganismos, minimizando la capacidad
infectiva y la posibilidad de transmision, liofilizadoras que permiten preservar cepas de
microorganismos de forma mas controlada y almacenarlas en espacios reducidos, hornos y
autoclaves para inactivacién inmediata de residuos y las cabinas de seguridad que poseen luz UV y
controlan asi el flujo de microorganismos en el ambiente. Es importante conocerlos y utilizarlos de
manera constante en el trabajo con hongos pues una de las vias mas comunes para el
establecimiento de infecciones micdticas es la via aérea.

Material:

Por persona:

1.- Bata Blanca

2.- Plumén Indeleble

3.- Guantes de Latex

4 .- Lentes de Seguridad

Por Equipo:

1.- Muestra de alimento contaminado con hongos Y CEPAS DE HONGOS CONOCIDOS
2.- Sistema de Microcultivo

3.- 1 Tubo con 10mL de agua destilada CON GLICERINA AL 10%
4 .- Portaobjetos

5.- Benzal (Cloruro de Benzalconio)

6.- Cubreobjetos

7.- Asa Bacteriolégica EN “LOOP”y en L

9.- Pinzas

10.- Bisturi con Hojas ESTERIL
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11.- Mechero Bunsen
12.- Colorante Azul de Algoddn Lactofenol
13.- Reactivos de tincion de Gram

14.-Cultivos con Agar Dextrosa Sabouraud de distintos hongos

15.- Cepas a utilizar: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhodoturula rubar, Mucor spp. y

Aspergillus flavus
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METODOLOGIA Muestra de alimento

Sembrar en Agar SDA e incubar por 7 dias a 30°C

¢ 5e ohserva
Crecimiento?

lonia | ¢ . Cajas con Agar
Colonia levaduritorme Colonia filamentosa inactivar en

Autoclave 1217
C/30°150h,
desechar en
bolsa de
desechos

Resembrar en Realizar tincién Realizar tincion de Realizar micro biologicos

Agar SDA por 7 de Gram. algoddn cultiva y

dias a 30°C Observar al ohservacion

microscopica

Anotar
observaciones

Anotar
observaciones

Anotar
observaciones

Caja con micro
cultivo inactivar en

Laminillas con
muestra inactivar en
Autoclave 121°
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Cajas con Agar
inactivar en
Autoclave 121°
C/30°/15Lb,
desechar en bolsa
de desechos

Autoclave 1217 42
C/30°/150h, desechar

en bolsa de desechos
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Glosario:
Artroconidio: Conidio télico originado por fragmentacién de las hifas.
Asca: Estructura en forma de saco que contiene ascosporas en los hongos del phylum Ascomycota.

Ascomycete. Hongo perteneciente al phylum Ascomycota, y que se caracteriza por formar
ascosporas en su fase de reproduccién sexual.

Ascospora. Estructura de reproduccién sexual formada por los Ascomycetes.

Basidio. Estructura en forma de mazo a partir de la cual se originan las basidosporas en los hongos
del phylum Basidiomycota.

Basidiomycete. Hongo clasificado en el phylum Basidiomycota, y que se caracteriza por formar
basidiosporas en su fase de reproduccion sexual.

Basidiospora. Espora de reproduccién sexual de los hongos del phylum Basidiomycota.

Capsula. Capa de mucopolisacaridos presente en el exterior de la pared de algunos hongos como
Cryptococcus spp.

Cigospora (zigospora). Estructura de reproduccién sexual presente en los hongos del phylum
Zygomycota (actualmente subphylum Mucoromycotina).

Clamidoconidio (clamidospora). Estructura de origen asexual, considerada de resistencia, limitada
por una pared celular gruesa, generalmente de forma esférica que desarrollan algunos hongos
como Candida albicans.

Cleistotecio. Estructura redonda y cerrada que desarrollan los hongos del phylum Ascomycota; en
su interior se forman ascas con ascosporas.

Conidio. Estructura de origen asexual, generalmente formado en el dpice o a un lado de la célula
conididgena. Se forma sobre todo en hongos mitospéricos.

Conididforo. Hifa simple o ramificada cuya funcion es producir y sostener las células conidiégenas
y/o conidios.

Coremio (sinema). Agrupaciéon de hifas conididgenas dispuestas paralelamente presentes en
algunos hongos como Sporothrix spp, Scedosporium y Penicillium claviforme.

Dematiaceo. Hongo con pigmento de tipo meldnico en su pared celular.
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Espora. En micologia médica se utiliza este término para referirse a una estructura de reproduccién
sexual producida por los hongos meiospoéricos (ascospora, basidiospora, zigospora). También se
denominan esporas a las estructuras asexuales contenidas en el esporangio de los mucorales.

Estipite (tallo). Conjunto de hifas dispuestas en forma paralela que forman las estructuras de
soporte de los macromicetos.

Examen directo. Técnica de microscopia de luz utilizada para observar estructuras fungicas en los
especimenes clinicos o de cultivo.

Fungico(a). Adjetivo que hace referencia a hongo.
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MANEJO BASICO:

OBTENCION Y MANEJO DE MUESTRAS CLINICAS PARA DIAGNOSTICO MICOLOGICO

INTRODUCCION:

La calidad del diagnéstico de las micosis depende de la calidad y cantidad del material
recogido del paciente, de las condiciones de envio, conservacidn, transporte y procesamiento y de
la pericia del micdlogo. Las muestras deben ser representativas, abundantes, libres de
contaminantes exdégenos o enddgenos, y de sustancias que inhiban o alteren la viabilidad de los
hongos. Para asegurar la calidad de la muestra no hay nada mejor que la toma de muestra la
realice el micélogo, la inocule en los medios de cultivo, y la procese para la observacién
microscépica. En caso de no ser posible, se debe entrenar al personal de manera tal que pueda
elegir adecuadamente el sitio mas tipico y activo de la lesién, y obtener la muestra mediante
técnicas e instrumental especifico para cada caso. De esta forma es posible evitar las
contaminaciones por esporas de hongos sapréfitos (exdgenas) y/o la microbiota de las diferentes
areas del cuerpo humano (enddgenas). Es conveniente recoger los especimenes en recipientes
estériles, irrompibles, de tamafo adecuado, y conservarlas a temperatura ambiente. Si las
muestras fueron recogidas en un laboratorio periférico para ser enviadas a otro centro es
conveniente adjuntar una pequefia ficha con el tipo de material, caracteristicas sobresalientes de la
lesidn, y edad y sexo del paciente. El paciente debe seguir, en lo posible, una serie de instrucciones
detalladas a continuacidn. Para ello conviene explicarle claramente por qué deben cumplirse esos
requisitos y qué sucederia de no hacerlo, de tal modo que no deje de cumplirlos por ningin motivo
o pueda informar cuando sucedié algo fuera de lo recomendado.

INDICACIONES PREVIAS AL PACIENTE:

Suspender la medicacidn antifliingica interna y/o externa durante un lapso no inferior a las
72 horas antes de efectuar la toma de muestra; de igual modo se suspende el uso de pomadas,
talcos, tinturas u otras sustancias que enmascaren la presencia, inhiban o alteren la viabilidad de
los hongos (Ver Imagen 2.1).

Lavar la superficie afectada con agua y jabdn blanco no perfumado tres veces por dia durante los
tres dias previos a la toma de muestra.

Las ufias deben higienizarse ademas con un cepillo blando y no deben estar pintadas.
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Imagen 2.1- Para toma de muestras micoldgicas, es necesario que el paciente no utilice consméticos en la zona afectada. Fuente:(Bueno

N, (2015) Recomendaciones para la obtencion de muestras y cultivos fungicos[En linea] recuperado de
http://www.anlis.gov.ar/inei/micologia/wp-content/uploads/2015/08/Recomendaciones-para-la-obtencion-de-muestras-y-cultivos-fungico
s IT_MI 27 CNC.pdf)

PREPARACION DEL SITIO PARA LA TOMA DE MUESTRA:

La toma de muestra es el paso definitivo para lograr un buen proceso y diagnéstico de una
muestra clinica, si la muestra no es tomada y tratada con los cuidados necesarios, en el caso de las
infecciones por hongos, puede dificultarse seriamente la recuperacion de la especie patégena o
puede verse comprometido el aislamiento por contaminacién bacteriana o porque el inéculo
resulte insuficiente.

Antes de la toma de muestra se desinfecta la zona afectada con alcohol (70%) utilizando
una gasa estéril. Si se sospecha de una infeccién por levaduras, es necesario limpiar Unicamente
con solucién fisioldgica (SF) ya que estas pueden ser susceptibles a la accién del alcohol. Estas
indicaciones estan destinadas a garantizar el aislamiento en el estudio micolédgico evitando
pérdidas de tiempo y dinero.

Siempre es conveniente tener tubos con medios de cultivo SDA y Micocel en el lugar de la
toma de muestra ya que a veces el material es escaso y en esos casos se recomienda realizar
directamente la inoculacidn a los medios de cultivo para garantizar la recuperacién del hongo.

Imagen 2.2: Elementos para la toma de muestra A: Portaobjetos; B: Cinta Transparente; C: Bisturi; D: Sindesmostomo (bisturi de hoja
pequeiia, muy util para penetrar en el lecho subungueal); E: Pinzas para depilar; F: Mechero Bunsen; G: Caja Petri; H: Asas

Bacterioldgicas; I: Tubos con medio de cultivo Fuente:(Bueno N, (2015) Recomendaciones para la obtencion de muestras y cultivos

fungicos[En linea] recuperado de
http://www.anlis.gov.ar/inei/micologia/wp-content/uploads/2015/08/Recomendaciones-para-la-obtencion-de-muestras-y-cultivos-fungico
s_IT _MI_27_CNC.pdf)

Toma de muestra con cinta adhesiva transparente: esta técnica consiste en cortar un
fragmento de cinta adhesiva transparente de aproximadamente 3-10 cm de largo, que se aplica
con la cara engomada sobre la lesidn y se presiona, raspando con el borde lateral de la ufia, la
superficie de la cinta que cubre la zona afectada para que se adhieran las escamas. La cinta se
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retira obteniéndose asi la impronta de la lesién. A continuacion se aplica la cinta por los extremos
sobre una lamina portaobjetos limpia, rebatiendo los extremos hacia abajo para que no se
despegue, la muestra asi preparada puede ser remitida al laboratorio. Es conveniente tomar dos o
tres improntas y montarlas individualmente.

Imagen 2.3: Toma de muestra con cinta transparente Fuente:(Bueno N, (2015) Recomendaciones para la obtencion de muestras y cultivos

fangicos[En linea] recuperado de
http://www.anlis.gov.ar/inei/micologia/wp-content/uploads/2015/08/Recomendaciones-para-la-obtencion-de-muestras-y-cultivos-fungico
s IT_MI 27 CNC.pdf)

Raspado: se utiliza para todas las lesiones descamativas de la piel glabra (sin pelo), en
lesidn con un bisturi estéril colocado perpendicularmente a la superficie de la piel; si las lesiones
son vesiculosas se remueve el techo de las vesiculas con el bisturi; cuando la lesidon afecta los
pliegues interdigitales el material se toma del borde de las lesiones, junto a la piel sana de los
dedos o de la planta del pie, evitando las dreas maceradas; si la lesién afecta las ufias se raspa la
cara profunda especial aquellas de gran tamafo. Para obtener el material se raspa el borde activo
de la de la superficie afectada, proxima a la regién sana de la uiia (si la hay), se recogen los
residuos epidérmicos depositados entre la ldmina de las ufias y el lecho subungueal (se elegiran las
zonas friables, de color anormal o hiperqueratdsicas). Se debe recoger abundante cantidad de
material.
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Imagen 2.4: Toma de muestra, raspado de uflas Fuente:(Bueno N, (2015) Recomendaciones para la obtencion de muestras y cultivos

fangicos[En linea] recuperado de
http://www.anlis.gov.ar/inei/micologia/wp-content/uploads/2015/08/Recomendaciones-para-la-obtencion-de-muestras-y-cultivos-fungico
s IT_MI_27_CNC.pdf)

Depilacidn: se utiliza en las lesiones de cuero cabelludo y otras dreas pilosas, y para recoger
el vello de la piel cuando el foliculo esta inflamado (tinea corporis).La muestra se toma con pinza
depilatoria estéril aplicada perpendicularmente a la superficie de la piel y siguiendo el sentido del
pelo. Se presiona el cuero cabelludo con la pinza y se retira el pelo enfermo (deslucido, debilitado,
grisdceo o los mufiones cortos) y las escamo-costras adyacentes. Se deben extraer
aproximadamente 20 pelos enfermos y las escamas circundantes.

Imagen 2.5: Toma de muestra de cabello Fuente:(Bueno N, (2015) Recomendaciones para la obtencion de muestras y cultivos

fungicos[En linea] recuperado de
http://www.anlis.gov.ar/inei/micologia/wp-content/uploads/2015/08/Recomendaciones-para-la-obtencion-de-muestras-y-cultivos-fungico
s_IT _MI_27_CNC.pdf)

PREPARACION, ACONDICIONAMIENTO Y ENVIO DE MUESTRAS.

Toda vez que sea posible el material se procesard directamente en el centro de toma de
muestra. De no ser asi, se recogeran las escamas de piel y uiias y los fragmentos de cabello en una
caja de Petri descartable estéril de 5-6 cm de diametro, o entre dos portaobjetos desengrasados,
limpios y estériles; se sellaran los bordes con cinta adhesiva transparente para evitar la pérdida del
material, se envolveran en un papel y se enviaran al laboratorio del centro de salud junto con una
ficha donde se anotaran los datos del paciente y las caracteristicas macroscépicas de la lesién. Los
envios no necesitan refrigeracion y ningin medio de transporte, excepto que se especifique lo
contrario. Es preferible el transporte inmediato al laboratorio, pero no es imprescindible ya que los
hongos que producen micosis superficiales pueden ser aislados de las muestras luego de varias
semanas si el recipiente donde se han recolectado no retiene humedad. Es necesario recalcar una
vez mas, que las muestras para estudio micolégico deben ser abundantes, pues su procesamiento
consume gran cantidad de material y siempre es conveniente conservar parte de la misma por si
se requiere efectuar estudios adicionales. Se deben enviar al laboratorio no menos 10 a 20
fragmentos de piel, pelo o ufias. Las muestras recogidas por hisopado sélo se procesaran cuando
provengan de lesiones himedas compatibles con candidiasis o de lesiones mucocutdneas.
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Imagen 2.6: Acceso a la zona mas profunda de la lamina ungueal; descartar el primer raspado Fuente: ( Perez J., Hernandez 1. , Nuiio F;

Técnica de examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de
https: i.0org/10.1016/j.r 2017.01.001

El tamafio de la muestra debe ser abundante, ya que si es insuficiente podria provocar
falsos negativos en la interpretacion del resultado. A su vez, es importante que la muestra esté lo
mas fraccionada posible, casi polvo, para que la disolucion elimine la queratina con facilidad

Imagen 2.7: Toma de muestra abundante, lo mas homogénea posible, en la placa de Petri.Fuente: (Perez J., Hernandez 1. , Nufio F;

Técnica de examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de

https://doi.org/10.1016/j.repod.2017.01.001)

Preparacion de la disolucién de KOH

Una vez tomada la muestra, se prepara la disolucion a la que se va a someter. La disolucion
basica estd constituida por agua destilada y potasa cdustica (KOH). Existe variacion en la
concentracion del porcentaje de KOH, pudiendo ser desde el 10% hasta el 40%. La diferencia es la
rapidez con que el KOH elimina la queratina. A mayor concentracién mayor eliminacién de
gueratina de la muestra, sin alterar la morfologia del hongo gracias a la presencia de quitina en su
pared.
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El KOH suele presentarse en polvo, escamas o lentejas. Para su visualizacién en el
microscopio se utilizard KOH al 30%. Para ello se diluirdn 3g de KOH en 10mL de agua destilada (3g
KOH+10mL agua destilada). Se aconseja realizar poca cantidad debido a la degradacién del
compuesto con el tiempo. El proceso se realizard con la maxima precaucion, ya que el KOH es un
material corrosivo. Se utiliza un bote de plastico, no de cristal: el cristal crea una precipitacién del
compuesto provocando fallos en la funcién del mismo. Para alargar la vida del compuesto se puede
utilizar glicerol, siendo la disolucién 3g de KOH en 8mL de agua destilada y 2mL de glicerol (3g
KOH+8mL agua destilada+2mL glicerol). La adicion de glicerol previene la degradacion de los
elementos fungicos, evitando la formacidn de cristales y la deshidratacion de la preparacién entre
porta y cubre-porta, convirtiéndola en semipermanente.

Preparacion de la muestra

Con una pipeta se echara una gota de la disolucién en el porta y se depositara la muestra.
Posteriormente se tapard con un cubre-porta y se extenderd de forma homogénea presionando
suavemente para deshacer las burbujas de aire, eliminando el exceso de disolucién con una gasa.
Se esperara a que el KOH elimine la queratina. Este proceso se puede acelerar calentando la
muestra suavemente con un mechero Bunsen o dejandola en una zona caliente 24 h.

Imagen 2.8: Muestra en porta sin calentar Fuente: (Perez J., Hernandez 1. , Nufio F; Técnica de examen directo de la onicomicosis

mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de https:/doi.org/10.1016/j.repod.2017.01.001))
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Imagen 2.9: Muestra acelerada mediante calor, con la desaparicion de queratina Fuente: (Perez J., Hernandez 1. , Nuiio F; Técnica de

examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de
ttps://doi org/10.1016/i.repod 2017.01.001)

Para una mejor visualizacidn de los hongos se puede utilizar colorante, como tinta Parker o
azul de lactofenol. La preparacién de esta disolucidn se realizara en una proporcién 1:2, es decir, se
afiadird una parte de tinta sobre dos partes de la disolucién de KOH. En el caso de no disponer de
tinta azul-negra, la reemplazamos por tinta negra Quink Parker o, en su defecto, otro color de tinta,
pero debe ser permanente. El procedimiento es el mismo que el KOH glicerol (3 g KOH + 8 ml de
agua destilada + 2 ml glicerol + 5 ml tinta). Se debe tener precaucidn, ya que esta preparacion
puede enmascarar el pigmento meldnico de los hongos dematiaceos.

Visualizacion de la muestra al microscopio

Una vez colocada la muestra preparada con la disolucién en el microscopio, con el objetivo
de 10 aumentos se recorrerd la muestra hasta tener sospecha de identificar hifas. Una vez que se
han localizado, se estudiaran en profundidad con el objetivo de 40 aumentos y se corroborara la
sospecha de onicomicosis del paciente. Para poder visualizar las células epiteliales se reducira la
iluminacion mediante la disminucidn del condensador. Se necesitard experiencia para la
identificacién y diferenciacion de los hongos, pudiendo encontrar en la muestra dermatofitos
manifestados como hifas hialinas, tabicadas y ramificadas de 4 a 6 um de diametro. Las levaduras
se visualizaran como elementos esféricos u ovalados (blastosporos), pudiendo presentar brotes y/o
pseudohifas. Los hongos miceliales se veran como hifas hialinas o pigmentadas, tabicadas o no, de
didmetro irregular segun el hongo al que corresponda.
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Imagen 2.10: Visualizacion al microscopio de artroconidias (7. rubrum) en KOH a 10 aumentos Fuente: (Perez J., Hernandez I. , Nufio F;

Técnica de examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de

https://doi.org/10.1016/j.repod.2017.01.001)

Imagen 2.11: Visualizacion al microscopio de artroconidias (7. rubrum) en KOH a 40 aumentos Fuente: (Perez J., Hernandez I. , Nuiio F;

Técnica de examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de

hitps://doi.org/10.1016/j.repod.2017.01.001)

Tabla 1: CONCENTRACION- TIPO DE MUESTRA PONER IMAGEN ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO CON KOH

Concentracion de KOH (%) Tipo de muestra
20-40 Uias
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20

10

Microscopia en fresco de un raspado del lecho subungueal de una onicomicosis
Fuente: Geo. F. Brooks, Karen C. Carroll, Janet S.(2014) Microbiologia médica,
26e Mexico McGRAW-HILL INTERAMERICANA EDITORES)

Visualizacion al microscopio de artroconidias (70 rubrum) en KOH a 40 aumentos
(imagenes cedidas por cortesia de Luis Alou). Fuente: : (Perez J., Hernandez I. ,
Nuio F; Técnica de examen directo de la onicomicosis mediante microscopia con
hidroxido de potasio; [En linea] recuperado de

https://doi.org/10.1016/i.repod.2017.01.001)

Pelos

Cabello observado a 100x

e

A) Aspecto macroscopico de las lesiones de piedra blanca; B)
Examen directo, nodulo adherido al tallo piloso (10x); C) Examen
directo con KOH; artroconidias en la superficie del tallo piloso
(40x) Fuente: (Morales C. Cardona A, Ramirez A.et al (2013)
Piedra negra y piedra blanca: aspectos diferenciales [En linea]
recuperado delnfect. vol.17 no.2 Bogota ISSN: 0123-9392

Escamas
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No requiere

Imagen microscopica del examen directo: estructuras fibrilares con tabiques
dispuestos a intervalos de distancia regular y con multiples ramificaciones, que se
correspondian con las hifas septadas caracteristicas de los hongos dermatofitos.
Fuente:(Mejias A,Badia F,Mejias A, et al (2011); Tinea corporis en un paciente de
piel negra: importancia del examen directo [En linea] recuperado de DOI:
10.1016/j.anpedi.2011.05.004

Liquidos

Cryptococcus neoformans por el método de tincion con Tinta china. Fuente:(
Dominio publicover términos
File:Cryptococcus neoformans using a light India ink staining preparation PHIL
3771 lores.jpg Creado el: 1 de enero de 1969)

Piel:

Pitiriasis versicolor:

Cinta adhesiva transparente.

Lesiones humedas, con alteracién de la epidermis, que provocan prurito y ardor,

localizadas preferentemente en pequefios y grandes pliegues.

Multiples manchas descamativas color pardo o mas claras que el color de la piel normal.
Generalmente localizadas en el tronco, raramente en cara, cuello, brazos, axilas o muslos

Presentan fluorescencia desde rojiza opaca a amarillo anaranjada con Luz de Wood.

Candidiasis:

Raspado y/o hisopado

Lesiones humedas, con alteracion de la epidermis, que provocan prurito y ardor,

localizadas preferentemente en pequenos y grandes pliegues.
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Imagen 2.11: Candidiasis cutanea, se pueden observar los bordes y el halo que se forma en la lesion

https://candidiasis.me/cutanea/
Tinea negra
Raspado

Manchas negras o pardas, Unicas o no, localizadas especialmente en la palma de las
manos, planta de los pies y raramente en otras zonas del cuerpo.

Tinea corporis, Tinea cruris (dermatofitosis):

Raspado del borde activo. Si se observa inflamaciéon de los foliculos pilosos se tomard
muestra del vello por depilacion.

Lesiones inflamatorias con alteraciones de la epidermis (vesiculas, descamacién) y/o de la
dermis (eritema, edema, supuracion); generalmente bordes bien definidos, anulares o policiclicos
elevados, con area central escamosa y periferia eritematosa que avanza activamente, con o sin
vesiculas o vesiculopustulas, localizadas en cualquier area del cuerpo o de la cara.

Imagen 2.12: Tinea capitisFuente: (https://comocurarse.com/la-tina)

Tinea pedis (dermatofitosis):
Raspado de la periferia de la lesién.

Lesiones localizadas en los pliegues interdigitales, en la planta y/o dorso del pie,
consistentes en fisuras de la membrana interdigital de color rojo y bordes blancos, o lesiones
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hiperqueratésicas papuloescamosas con escamas furfurdceas que asientan sobre una base
engrosada y eritematosa de planta o dorso del pie, con o sin vesiculas o pustulas.

Ufias: onixis por levaduras:
Raspado. No descontaminar con alcohol antes de recolectar material para el cultivo

Ufias endurecidas, engrosadas o no, con surcos, con o sin cambio de color pero con brillo.
Sin formacién de residuos epidérmicos entre la uiia y su lecho. Habitualmente con perionixis
inflamatoria, rojiza y dolorosa.

Imagen 2.13: Micosis en las ufias Fuente:
(http://saludymedioambienteactual.blogspot.com/2012/11/hongos-y-enfermedades-candidiasis.html)

Tinea unguium (dermatofitosis):
Raspado, recoger el material caseoso.

Ufias endurecidas, engrosadas, con o sin surcos, pero siempre friables y quebradizas, con
pérdida del color y brillo natural. Hay formacién de detritos epidérmicos caseosos entre la unay su
lecho. La infeccidn generalmente comienza por el borde lateral o distal de la ufia. No hay perionixis

Cuero cabelludo y areas pilosas:
Piedra blanca
Cortar el pelo con tijera.

Presencia de nddulos blancos o blanco-amarillentos, blandos, que rodean el pelo de la
region axilar, facial, genital o del cuero cabelludo, aunque preferentemente de barba y bigote.
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Piedra blanca

Imagen 2.14: Piedra Blanca y Piedra negra. Fuente: (Arenas 2014)
Piedra negra
Cortar el pelo con tijera.

Presencia de nédulos oscuros, duros, de aspecto pétreo, que rodean el tallo del pelo del
cuero cabelludo o mas raramente el vello pubico o axilar.

Imagen 2.15: A) Aspecto macroscopico de las lesiones de Piedra. B) Examen directo con KOH; nodulo adherido al tallo piloso (10X) C)
Examen directo con KOH; ascospora de nodulo roto (320X) Fuente: (Cardona C., Ramirez A., Horttia C., Piedra negra y piedra blanca:

aspectos diferenciales; Infect. vol.17 no.2 Bogota [En linea] rscuperado de ISSN 0123-9392 )

Tinea capitis (dermatofitosis):

Depilacion y raspado. En caso de Querion puncién con jeringa y aguja estéril y realizar
ademas un estudio bacterioldgico.

Lesiones escamosas, eritematosas, con pérdida parcial del pelo del cuero cabelludo, con o
sin supuracion y prurito o lesiones elevadas, fluctuantes y supurativas (Querion) con pérdida de
cabello. En todos los casos el cabello se debilita, se quiebra y cae.

59



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia

SCCA, 2022

Imagen 2.16: Dermatofitosis Fuente: (ZagnoliA.,ChevalierB.,SassolasB.(2005); Dermatofitosis y dermatofitos; Volume 40, Issue 1, Pages
1-13; [En linea) recuperado de https://doi.org/10.1016/S1245-1789(05)43314-4)

Tabla 2: Medios de cultivo mas usados para la siembra miclogica

Medio de cultivo

Fundamento

Foto del medio

SDA (Sabouraud
Dextrosa Agar)

Es un medio de peptona suplementado con dextrosa
para favorecer el crecimiento de hongos. Las peptonas
son fuentes de factores de crecimiento nitrogenados.
La dextrosa proporciona una fuente de energia para el
crecimiento de microorganismos. El cloranfenicol es
un antibidtico de amplio espectro con efecto inhibidor
para una amplia variedad de bacterias gram negativas
y positivas cuando se agrega a la formula.

Mycosel

Las propiedades nutritivas las suministra la peptona
preparada a partir de harina de soja. La dextrosa es
una fuente de energia para el metabolismo de los
hongos. La cicloheximida inhibe la mayoria de los
hongos saprofiticos. El cloranfenicol es un antibiético
de amplio espectro que inhibe una amplia variedad de
bacterias gram positivas y gram negativas

PDA (Papa Dextrosa
Agar)

Es un medio de cultivo que aporta los elementos
nutricionales necesarios para el desarrollo de hongos
filamentosos y levaduras. La combinacion de la
infusion de papa con la glucosa proporciona la fuente
de energia perfecta para que exista un crecimiento
satisfactorio de los hongos. Mientras que el agar es
quien brinda la consistencia al medio. El medio por si
solo no inhibe el crecimiento de las bacterias, por
tanto es un medio no selectivo. Para hacerlo selectivo
necesita el agregado de sustancias inhibidoras como
el acido tartarico o los antibioticos.
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AS (Agar Sangre)

ACH (Agar
Chocolate)

Agar Biggy

El agar sangre tiene como caracteristica ser un medio
enriquecido, diferencial y no selectivo. Es un medio
enriquecido porque lleva como aditivo principal 5
-10% de sangre sobre una base de agar. Ambos
compuestos contienen muchos nutrientes y esta
propiedad permite que en ¢l puedan crecer la mayoria
de las bacterias cultivables. Ese crecimiento ocurre
sin restriccion; por este motivo es no selectivo. Sin
embargo, si a este medio se le adicionan compuestos
que impidan el crecimiento de  algunos
microorganismos y favorezca el de otros, se vuelve
selectivo. Es el caso si se adicionan ciertos tipos de
antibioticos o antifingicos. Asi mismo, el agar sangre
es un medio diferencial, ya que permite distinguir 3
tipos de bacterias: los beta-hemoliticos, alfa
—hemoliticos y gamma-hemoliticos

Este medio esta compuesto por una base de agar rico
en nutrientes y sangre calentada. La hemdlisis de los
globulos rojos proporcionan al medio factor X
(hemina) y factor V (NAD), necesarios para el
crecimiento de algunos microorganismos, como el
género Haemophilus. También es muy util para el
aislamiento de Neisserias sp. Al igual que el agar
sangre, se puede usar como agar base diferentes
medios dependiendo de la necesidad. Entre los
medios utilizados se encuentran infusion cerebro
corazén y agar soja tripticasa, aunque los mas
recomendados son agar Columbia, Miieller Hinton,
agar GC y agar Thayer Martin. Algunas variantes de
agar chocolate incluyen un suplemento enriquecido
disponible comercialmente llamado Isovitalex o
Polivitex. Estos suplementos contienen vitamina B12,
L-glutamina, adenina, clorhidrato de guanina, acido
p-aminobenzoico, nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD), pirofosfato de tiamina, nitrato férrico,
clorhidrato de tiamina, hidrocloruro de cisteina,
L-cistina y glucosa.

Es una modificacion del medio Nickerson. Durante el
estudio de la reduccion de sulfito de las especies de
Candida, Nickerson detectd niveles diferentes de esta
capacidad entre las especies de Candida. Describio
este medio para el aislamiento de Candida albicans,
que puede diferenciarse de otras especies de Candida
por el color y la morfologia de las colonias. El
extracto de levadura y la glucosa proporcionan los
nutrientes necesarios para el crecimiento de
levaduras. La glicina es un nutriente adicional, pero
también inhibe muchas especies bacterianas en la alta
concentracion utilizada en este medio. Las especies de
Candida reducen la sal de bismuto a bismuto y el
sulfito a sulfuro, mediante un proceso de reduccion de
sustrato. El bismuto y el sulfuro se combinan en un
precipitado de color amarronado a negro que tifie las
colonias y puede difundirse en el medio. Asimismo,
los compuestos de bismuto y azufre inhiben
numerosas bacterias.
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Agar Niger

Agar Harina de Arroz

Agar Harina de Maiz

Agar Rosa de Bengala
+ Cloranfenicol

El medio de cultivo contiene acido cafeico contenido
en el extracto de la semilla de girasol (Guizzotia
abbisinica) que permite detectar la enzima fenol
oxidasa desarrollada por Cryptococcus neoformans.
La reaccion enzimatica produce melanina, la cual es
absorbida por la pared celular del hongo produciendo
un color marrén.

El extracto de arroz proporciona la tnica fuente de
nutrientes. La falta de nutrientes, junto con las
condiciones de cultivo deficientes de oxigeno (al
colocar cubiertas de vidrio sobre el indculo) crea un
entorno deficiente que induce la generacioén de formas
morfologicas especificas (clamidosporas 'y
pseudomicelios en especial). La adicion de
Polisorbato 80 estimula mas la formacion de
clamidosporas debido a su contenido de acidos
oleicos. Se utiliza para la produccion de pseudohifas
de levaduras del género Candida y produccion de
clamidoconidios de C.albicans

Candida albicans es el agente etiologico en la
Candidiasis, que varia desde infecciones leves a
graves de la piel, las ufias y las membranas mucosas.
Una de las caracteristicas diferenciadoras mas
importantes de C. albicans es su capacidad para
formar clamidosporas en algunos medios. La
produccion de clamidosporas es una caracteristica
importante para el diagnostico utilizado en la
identificacion de C. albicans. La infusioén de harina
de maiz proporciona nitréogeno, vitaminas, minerales
y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El agar
bacteriologico es el agente solidificante. La harina de
maiz es valiosa para la diferenciacién morfologica de
muchos organismos similares a la levadura. Suprime
el crecimiento vegetativo de muchos hongos y al
mismo tiempo estimula la esporulacion. El Agar
Harina de Maiz permite que Candida albicans
produzca clamidosporas, que es uno de los mejores
criterios para su identificacion. Walker y Huppert
informaron que la adicion de 1% de Tween 80
potenciaba la formacion de clamidosporas.

Es un medio neutral selectivo recomendado para la
enumeraciéon de hongos y levaduras en alimentos,
agua y materiales ambientales. El Agar Rosa-Bengala
+ Cloranfenicol se recomienda para alimentos frescos
proteicos con flora compuesta principalmente de
bacterias Gram-negativas en forma de vara. También
es apropiado cuando se requieren tiempos y
temperaturas de incubacion mayores, alrededor de

35 °C. La peptona bacteriologica proporciona la
fuente de nitrogeno, vitaminas, minerales y
aminoacidos. La dextrosa es el carbohidrato
fermentable como fuente de carbono y energia. El
fosfato de potasio es el tampon. El sulfato de
magnesio proporciona azufre y otros oligoelementos.
El rosa de bengala es un agente selectivo que inhibe el
crecimiento de bacterias y limita el tamafo y la altura
de los hongos con crecimiento rapido, lo que permite
el desarrollo y la deteccion de otras levaduras de
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Agar Extracto de
Malta

Agar Canavanina
Glicina Azul de
Bromotimol

Agar BHI (Infusion
Cerebro Corazon)

Agar Czapek-Dox

crecimiento mas lento: los hongos aparecen de color
rosado. El cloranfenicol sirve como un agente
selectivo, inhibiendo el crecimiento bacteriano. Es un
antibiotico recomendado para medios neutros debido
a su estabilidad térmica y amplio espectro bacteriano.
El agar bacterioldgico es el agente solidificante.

Se utiliza para el aislamiento, cultivo y enumeracion
de levaduras y mohos en alimentos. Es
particularmente adecuado para levaduras y mohos, ya
que contiene una alta concentracion de maltosa y
otros sacaridos como fuente de energia. La dextrina y
la glicerina son las fuentes de carbono, y la peptona es
una fuente de nitrogeno. El agar bacteriologico es el
agente solidificante. El pH acido del Agar Extracto de
Malta es Optimo para el crecimiento de levaduras y
mohos, mientras que restringe el crecimiento de otras
bacterias. El Agar de Extracto de Malta se ha
utilizado durante afios para cultivo de hongos y
cultivo de levaduras en la industria azucarera, en la
fabricacion de jarabes, refrescos y otras bebidas

C. neoformans var. gattii tolera la L-canavanina hasta
concentraciones de 960 mcg/ml, y por lo tanto puede
crecer utilizando la glicina como fuente de carbono,
lo que alcaliniza el medio, virando a azul cobalto. Sin
embargo, la variedad neoformans es sensible a la
L-canavanina y es incapaz de utilizar la glicina como
unica fuente de carbono y por lo tanto ni crece ni
produce alteraciones en dicho medio

La infusion de cerebro y corazén ha resultado ser
efectiva en el cultivo de una amplia variedad de
microorganismos, incluidos muchos tipos de
patdgenos. Se ha utilizado como medio base para las
nuevas formulas de medios de cultivo cuando se
suplementa con sangre o agentes selectivos. Sin
suplemento se recomienda actualmente como medio
universal para bacteriologia aerobia y para la
recuperacion primaria de hongos y Actinomycetales a
partir de muestras clinicas y no clinicas. Obtiene los
nutrientes de la infusion de cerebro y corazon, la
peptona y la glucosa. Las peptonas y la infusion son
fuentes de nitrogeno organico, carbono, azufre,
vitaminas y sustancias de traza. La glucosa es la
fuente de carbohidratos que los microorganismos
utilizan mediante fermentacién. Se utiliza fosfato
disoédico como tampoén en el medio.

Caldo Czapek-Dox Modificado se usa comuinmente
para el cultivo de hongos y Candida albicans. Es
similar al agar modificado de Czapek-Dox, sin el
agar, y se utiliza para cultivar bacterias y hongos que
son capaces de usar nitrato de sodio como unica
fuente de nitrogeno. El Caldo Czapek-Dox
Modificado es un medio semisintético que contiene
nitrato de sodio como unica fuente de nitrégeno.
Posee la ventaja de una formulacién quimicamente
definida, que ha sido modificada respecto a la original
al sustituir el sulfato de magnesio y el fosfato de
potasio por glicerofosfato de magnesio, y asi evitar la
precipitacion de fosfato de magnesio. El medio se
elabora solamente con fuentes inorganicas de
nitrégeno y fuentes de carbono quimicamente
definidas. Es util en una variedad de procedimientos
microbioldgicos, incluida la microbiologia del suelo,
y pruebas de hongos y resistencia al moho. Este
medio producird un crecimiento moderadamente
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Agar Semilla de
Algodon

Agar Aceite de Oliva

Agar Dixon

Agar V8

bueno de la mayoria de los Aspergillus saprofitos. La
sacarosa es el unico hidrato de carbono fermentable
que proporciona carbono y energia. El nitrato de
sodio es la unica fuente de nitrogeno. Las sales de
potasio actiian como un sistema de amortiguacion. El
cloruro de potasio contiene iones esenciales. El
glicerofosfato de magnesio y el sulfato ferroso son
fuentes de cationes.

El medio de cultivo contiene acido cafeico contenido
en el extracto de la semilla de girasol (Guizzotia
abbisinica) que permite detectar la enzima fenol
oxidasa desarrollada por Cryptococcus neoformans.
La reaccion enzimatica produce melanina, la cual es
absorbida por la pared celular del hongo produciendo
un color marrén.

Es un medio utilizado para el aislamiento de
levaduras lipofilicas, como Malassezia furfur.

Utilizado en el cultivo de Malassezia spp. Puede
modificarse  afladiendo  cloranfenicol o bien
cloranfenicol y cicloheximida. Contiene como fuente
de nutrientes peptona y extracto de malta, detergente
Tween 40 y una elevada concentracion de agentes
oleosos; acido oléico y glicerol con un pH de 6 que a
36-37°C favorece el crecimiento de este hongo.

Las levaduras son células unicelulares, eucariotas, en
gemacion que generalmente tienen forma ovalada o
alargada. Se  multiplican principalmente por la
produccion de blastoconidios (brotes). Las colonias
de levadura son hiimedas y cremosas o glabras a
membranosas en textura y son considerados
patégenos oportunistas. Los mohos son organismos
microscopicos similares a plantas, compuestos de
largos filamentos llamados hifas. Ambos estan
ampliamente distribuidos en el suelo, el agua y el
aire. El cultivo de levaduras y mohos se vuelve
importante en los estudios de fermentacién. Donde
generalmente se usan como cultivos iniciadores. Los
jugos de vegetales proporcionan los ingredientes traza
necesarios para estimular el crecimiento de hongos. El
extracto de levadura proporciona nutrientes esenciales
para el crecimiento. La L-asparagina sirve como
fuente de aminoacidos y la glucosa como
carbohidrato fuente para el crecimiento de levaduras y
mohos. El jugo V-8 es una mezcla de 8 jugos de
vegetales, que suministra los ingredientes traza para
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Estimular el crecimiento de hongos. El pH acido del
medio favorece el crecimiento de hongos y suprime el
crecimiento bacteriano

CHROMagar

El chromagar contiene diversos sustratos enzimaticos
que estan unidos a compuestos cromo génicos.
Cuando enzimas especificas descomponen el sustrato,
se produce color. Se utiliza para identificar levaduras
aisladas en otros medios no cromogénicos, para
comprobar la pureza de las cepas en las pruebas

de sensibilidad, para la identificacion rapida de
especies resistentes. Es necesario seguir con rigor las
condiciones establecidas por el fabricante. Incubar a
35 °C, en camara htimeda, oscuridad por 48 a 72 h
(no menor a 48 h).

Agar Harina de Avena

Favorece la esporulacion. Recomendable para la
identificacion de especies de Acremonium spp,
Cladosporium spp, Fusarium spp, Paecilomyces spp,

Phialophora spp, Scopulariopsis spp, etc. y para la
obtencion de las formas teleomorficas asociadas.

Agar de Staib
(Guizotia abyssinica),
agar semilla de alpiste

Utilizado para aislar Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus spp. C. neoformans es el unico que al
metabolizar la Guizotia abyssinica (alpiste), produce
melanina originando un color marrén oscuro. El
cloranfenicol lo convierte en medio selectivo.
También puede ser util en la diferenciacion de
Candida dubliniensis.

Agar Borelli

Se utiliza para favorecer la conidiacion y produccion
de pigmento de los dermatofitos, particularmente de
Microsporum canis.

Agar Caseina

Se utiliza para diferenciar a Nocardia braziliensis de
otras especies de Nocardia, con base a la capacidad
de hidrolizar la caseina.
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Agar Papa Zanahoria | Idoneo para estimular la esporulacion de hongos
miceliares e indicado para la identificacion de hongos
hifomicetes dematiaceos en general.

Agar PDA (Agar Es un medio utilizado para la estimulacién de la
Glucosado de Papa) formacion de conidias, en la preparacion de indculos
de hongos miceliales y en la estimulacion de
produccion de pigmentos: rojo en Trichophyton
rubrum, rosa salmén en Microsporum audouinii y
amarillo en Microsporum canis. Se utiliza con
frecuencia en microcultivos para observar las
caracteristicas morfologicas.

Agar con leche, Puede utilizarse para la diferenciaciéon de
glucosa y purpura de | Trichophyton rubrum'y Trichophyton mentagrophytes.
bromocresol Trichophyton rubrum melanoide secreta un pigmento

que puede parecer alcalinizacion. El pigmento tipico
de T. rubrum puede verse a través de la colonia, pero
no a través del medio. 7. mentagrophytes granular
puede necesitar 10 dias para originar un positivo
claro. Microsporum persicolor crece profusamente
pero no alcaliniza

Agar Agua Estimula la formacién de conidios. Recomendable
para  hifomicetes de  pigmentacion  oscura
(dematiaceos) e incluso para dermatofitos poco o
nada esporulados. Favorece la esporulacion de hongos
saprofitos.

wg A
oo I

ELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO DE ACUERDO CON EL TIPO DE MUESTRA
Cultivo de Muestra es de Uiia:

Sembrar en Medios SDA y Mycocel Incubar a 37°C por 15 Dias

Cultivo de Muestra de Sangre:

Sembrar en Caldo Infusion Cerebro Corazon y Agar Infusion Cerebro Corazon Incubar a 30°C por 30
Dias

Cultivo de Muestra de Orina:
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Sembrar en Agar SDA y Micocel Incubar a 35-37°C por 48-72 Hrs

Cultivo de Biopsia:

Sembrar en 1 tubo de SDA e incubar a Temperatura Ambiente por 8 Dias
Sembrar en 1 tubo de SDA Incubar a 37°C por 8 Dias

Cultivo De Catéter Y Exudado De Pericatéter
Sembrar en Agar Sangre 35-37°C por 72Hrs

Sembrar en Caldo SDA 35-37°C por 72Hrs

Sembrar en Agar SDA 30°C por 15 Dias

Sembrar en Agar Sabouroud Dextrosa-Palmitico 35-37°C por 15 Dias
Cultivo de Esputo y Secreciones Bronquiales:

Sembrar en 6 tubos SDA/ Cloranfenicol 3% incubar 3 Tubos a Temperatura ambiente y 3 a 37°C/ 45
Dias

Sembrar en 6 tubos Agar Infusion Cerebro Corazon/ Cloranfenicol 3% incubar 3 Tubos a
Temperatura ambiente y 3 a 37°C por 45 Dias

Cultivo Liquido Cefalorraquideo o Cerebroespinal (LCR o LCE):

Sembrar en 2 tubos Agar Infusion Cerebro Corazon incubar 1 a Temperatura ambiente y uno a
37°Cdurante 4 Semanas

Sembrar en 2 tubos Agar SDA incubar 1 a Temperaturay 1 a 37°C durante 4 Semanas

Sembrar en 2 tubos Agar Semilla de Girasol (Agar Niger Seed) incubar 1 a Temperatura ambiente y
uno a 37°C por 4 Semanas

Material:

Por persona:

1.- Bata Blanca

2.- Plumodn Indeleble
3.- Guantes de latex

4.- Lentes de seguridad
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Por Equipo:

1.- Portaobjetos

2.- Cubreobjetos

3.- 2 Hisopos estériles

4.- Asa bacterioldgica redonda y en forma de L

5.- Bisturi con hojas

6.- 1 Caja Petri con medio Dextrosa Sabouraud con 1% de aceite
7.- Pinzas

8.- Benzal 50-70 %

9.- 1 Tubo con agua destilada estéril
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METODOLOGIA

Muestra clinica de Piel, Ufias o Cabello

Realizar examen en directo Sembrar en tubo con Agar
con KOH (10- 40% SOAy SDA + Antibidtico
dependiendo del tipo de {micosel) por puntos. Incubar
muestra) y observar al a 30°C durante 3-7 dias,
microscopio a 40x

Anotar
Observaciones

Con técnica del diurex y
Laminillas con muestra Azul de algoddn observar
inactivar en Autoclave al microscopio
121°C/30°/15Lb,
desechar en contenedor
de desechos
punzocortantes.

Tubos con muestra
inactivar en Autoclave
121°C/30°/15Lb,
desechar en bolsa de
desechos bioldgicos

Anotar
Observaciones

Laminillas con muestra Tubos con muestra
inactivar en Autoclave inactivar en Autoclave
121°C/30° /150, 121°C/30°/15Lh, 69
desechar en contenedor desechar en bolsa de
de desechos desechos biologicos
punzocortantes
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ONICOMICOSIS

La onicomicosis es una enfermedad que puede afectar de forma negativa el estado
emocional y social de quien la presenta y generar gastos considerables al sistema sanitario. Por ello
es importante que el farmacéutico pueda ofrecer una correcta educacién sanitaria al respecto,
sobre todo concientizando al paciente sobre la importancia de una buena higiene personal y
cumplir exhaustivamente el tratamiento instaurado por el dermatdlogo pues de otra forma, se
favorece el surgimiento de resistencias de los hongos al tratamiento y de que el problema no se
pueda eliminar y se disemine.

Imagen 3.1: Onicomicosis Fuente: https://sites.google.com/a/goumh.umh.es/quiropodologia---onicomicosis/tipos-de-onicomicosis

La onicomicosis es la alteracion producida por la invasion de hongos patdgenos o
saprofitos en la estructura ungueal de manos y/o pies. Es la principal causa de enfermedad de la
uiia en los paises desarrollados, en los que representa alrededor del 30-50% de los trastornos
ungueales. En su génesis y sus manifestaciones clinicas interviene el estado inmunoldgico del
hospedero. Esta infeccidn puede provenir de la propia ufia o de otra infeccidon por hongos en otras
localizaciones.

Segun diversos estudios, el 30% de las micosis superficiales son onicomicosis. También se
considera que las onicomicosis son las micosis superficiales mas dificiles de diagnosticar y tratar,
por lo que 1 de cada 5 pacientes con un diagndstico y un tratamiento correcto de la enfermedad
no se cura.
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Imagen 3.2:Un caso de onicomicosis o infeccion fingica en las ufias de los dedos pulgar e indice (Shutterstock)
https://www.lavanguardia.com/vida/salud/enfermedades-infecciosas/20190706/4633 13626880/onicomicosis-hongos-dermatofitos-tina-un
gueal-canida-albicans-una-pigmentada-una-marron-diabetes.html

EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de la onicomicosis ha aumentado en los Ultimos afios, lo que se explica por el
amplio uso de ropa y zapatos oclusivos, especialmente zapatos deportivos. Segun diversos
estudios, la prevalencia de esta afeccion en la poblacién general oscila entre el 2 y el 9%,
dependiendo de la regidn estudiada.

La onicomicosis es una enfermedad fundamentalmente de los adultos, sobre todo de
mayores de 55 afios. Es poco frecuente en los nifios antes de la pubertad, por la menor exposicion
a ambientes con alta densidad de esporas o hifas (duchas publicas), por el crecimiento mas
acelerado de la ufia, por el menor area de ufia susceptible de infeccidn y por la existencia de
menos traumatismos ungueales.

—
\,f.
\,

Imagen 3.3: Partes de la uila Fuente: (Matinez P,Ruiz E,Maya J et al (2019); Traumatismo ungueal, ;qué es? y ;como tratarlo?; Medicina
de Familia. SEMERGEN Volume 46, Issue 2, Pages 140-144; [En linea] recuperado de https://doi.org/10.1016/j.semerg.2019.05.007)

La onicomicosis mas frecuente es la de los pies, y sobre todo la de la ufia del primer dedo,
cuando hablamos de dermatofitos o de mohos no dermatofitos. Por otro lado, las infecciones por
levaduras del género Candida, son mas frecuentes en las uiias de las manos y en las zonas del
pliegue ungueal.

ETIOLOGIA DE LAS ONICOMICOSIS
Las onicomicosis pueden ser clasificadas por factores etiolégicos:
- ONICOMICOSIS POR HONGOS DERMATOFITOS

Son los agentes etioldgicos mas frecuentes (se encuentran en mas del 80% de las
onicomicosis). Los 3 géneros implicados son Epidermophyton, Trichophyton y Microsporum. Las
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especies que con mas frecuencia causan onicomicosis son Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes y Epidermophyton floccosum.

Imagen 3.4: Onicomicosis por dermatofitos Fuente: Saceda D (2019); Onicomicosis; [En linea] recuperado de
https://www.webconsultas.com/salud-al-dia/onicomicosis/causas-de-la-onicomicosis-13178)

- ONICOMICOSIS POR LEVADURAS

La especie mas frecuente aislada en todo el mundo es Candida albicans. Otras especies son
la C. parasilopsis, C. tropicalis, C. sake, etc. Representan el 5-20% de todas las onicomicosis.
También se han descrito enfermedad en ufias por el género Malassezia.

Imagen 3.5: A) Se observan colonias blancas, lisas, brillantes y convexas de Candida albicans.; B)Levaduras (flecha negra) y pseudohifas
(flecha roja). Fuente: (Lizardo-Castro G, Lizardo A,(2012); PRESENTACION INUSUAL DE ONICOMICOSIS POR Candida albicans:
[En linea] recuperado de http://www.bvs.hn/RMH/pdf/2012/pdf/Vol80-2-2012-7.pdf)

- Onicomicosis por mohos no dermatofitos (oportunistas)

Hay 2 tipos de mohos no dermatofitos que pueden causar onicomicosis: los mohos hialinos
y los mohos dermatiaceos. Si se presentan asociados a dermatofitos y/o levaduras se consideraran
agentes contaminantes. Al no tener queratinasas no se consideran patégenos primarios (excepto
Scytalidium dimidiatum y Fusarium solana), sino que son especies invasoras secundarias de ufias
alteradas o comensales secundarios no invasores. Los mas frecuentes son el género Aspergillus y el
Fusarium. La frecuencia de las onicomicosis causadas por este grupo oscila entre el 1y el 5%,
segun las series.

75



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia

SCCA, 2022

Los hongos dermatofitos suelen causar infecciones primarias, mientras que las levaduras y

los hongos saprofitos suelen causar invasiones secundarias a enfermedades previas de la uia o

traumatismos.

Clasificacion morfologica

Las onicomicosis también se pueden clasificar por criterios
patogénicos y morfologicos, con una clinica caracteristica en
cada grupo.

Onicomicosis subungueal distal y lateral

La subungueal distal y lateral es la variedad clinica mas fre-
cuente de onicomicosis (fig. 1). La invasion micologica se ini-
cia en el hiponiquio y en el borde distal y lateral de la lamina
ungueal. La progresion de la enfermedad se produce de for-
ma lenta hacia la parte proximal de la ufa.

Suele observarse una superficie estriada o deprimida con una

mancha blanco-amarillenta que se extiende hacia la parte
proximal de la uiia. Posteriormente aparece una hiperquera-
tosis subungueal con engrosamiento de la lamina y final-
mente una distrofia de la ufa que se vuelve friable.

La onicomicosis subungueal distal y lateral suele estar produ-
cida por dermatofitos, el mas frecuente de los cuales suele
ser Trichophytum rubrum.

Onicomicosis subungueal proximal

Es la forma clinica de onicomicosis menos frecuente. Suele
iniciarse con la invasion del pliegue proximal de la una, que
pasa a la lamina ungueal y posteriormente migra distalmente

Suele presentarse con hiperqueratosis subungueal, leuconi-
quia y onicolisis proximal. Puede afectar a las ufas de los
pies y de las manos y el principal agente causal suele ser

T. rubrum, aunque también se observan con cierta frecuencia
diversos especies de Cdndidas.

Onicomicosis blanca superficial

Se caracteriza por la invasion de la parte mas superficial de la
lamina ungueal en cualquier zona de la una (fig. 2). Suele
producirse en las unas del primer dedo del pie y representa
menos del 10% de las onicomicosis.

Cursa con manchas blancas opacas de bordes irregulares que
se van extendiendo progresivamente hasta que la una se
vuelve blanda y quebradiza. La infeccion puede llegar a
afectar al hiponiquio.

La onicomicosis blanca superficial suele estar producida por
dermatofitos, el mas frecuente de los cuales suele ser Tri-
chophytum mentagrophytes.

Onicodistrofia total

Es el estadio final de cualquier tipo de onicomicosis. La ma-
triz ungueal resulta afectada y toda la ufa se destruye for-
mando masas hiperqueratésicas. Cualquier tipo de hongo

afectando la matriz ungueal. puede producirla, en especial los dermatofiticos.

Imagen 3.6: Clasificacion morfologica de la onicomicosis Fuente: (Dalmaya J, Roéa E, Corellaa F,(2006); Onicomicosis; Vol. 20. Num.

10.paginas 62-66; [En linea] recuperado de https://www.elsevier.es/es-revista-farmacia-profesional-3-articulo-onicomicosis-13095632)

El diagndstico de la onicomicosis es clinico, epidemiolégico y micoldgico. El diagndstico
clinico es relativamente facil con la experiencia y en presencia de lesiones tipicas ungueales como
las descritas anteriormente. Sin embargo, las onicomicosis pueden ser confundidas con una amplia
serie de afecciones que se revisan en el apartado de diagndstico diferencial. Por esta razdn, ante la
sospecha de una onicomicosis, hay que realizar un cultivo micolégico, ya que la identificacion del
hongo en el laboratorio nos proporcionara la seguridad del diagnéstico.

En la mayoria de los casos los sintomas no estan necesariamente asociados al dolor. La
persona afectada tan sélo siente molestias, un ligero picor y un cambio estético progresivo del
estado de sus ufias. Esta es la principal razén por la que no acuden al dermatélogo hasta que el
estado de la afectacidon ungueal es avanzado y hay un cambio evidente en su forma y apariencia.

El cultivo micoldgico es indispensable y el estandar de oro para determinar el agente
etioldgico. En la actualidad se dispone de una gran variedad de medios de cultivo preparados
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comercialmente, aunque los mas utilizados suelen ser los medios simples y los enriquecidos con
antibiodticos Saburaud glucosado, agar sangre-cisteina.

Para el diagndstico de onicomicosis no se recomienda el examen directo con microscopio
Optico de muestras ungueales con hidréxido potasico, ya que es lento y de dificil valoracién para
personal con poca experiencia en la observacidn de estructuras flungicas.

Otras técnicas que se pueden utilizar para la identificacién del hongo causante de
onicomicosis son el examen histolégico, la inmunohistoquimica, la citometria de flujo y la
microscopia corporal in vivo, aunque estas técnicas son muy caras y no estdn disponibles en Ila
mayoria de centros dermatoldgicos.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Existen muchas alteraciones ungueales que pueden presentar caracteristicas similares a las
de la onicomicosis desde un punto de vista médico. Entre estas alteraciones se cuentan: la
psoriasis, el liguen plano, las infecciones bacterianas, la onicodistrofia traumdtica, tumores del
lecho ungueal, la dermatitis de contacto, la onicolisis idiopdtica, la onicolisis por productos
cosméticos con formaldehido y el sindrome de las ufias amarillas.

La confusion con otras afecciones dermatoldgicas, la dificil identificacién del hongo causal
y la lenta respuesta al tratamiento provoca grandes dificultades a la hora de efectuar un
diagndstico correcto de esta alteracion.

TRATAMIENTO

La onicomicosis es una enfermedad que afecta marcadamente la calidad de vida y el
bienestar psicosocial del paciente, comprometiendo su actividad diaria, tanto laboral como social.
Por otro lado, es una enfermedad que no se resuelve espontaneamente y es altamente contagiosa,
por lo que el dermatdlogo prescribira siempre un tratamiento, aunque sea prolongado, dificil y
costoso. Ademads, la lenta respuesta provoca multiples abandonos y desalienta a los pacientes
favoreciendo la aparicién de resistencia en los hongos.

La efectividad del tratamiento depende de multiples factores, de entre los que hay que
destacar:

La edad del paciente.

El agente etioldgico.

El nimero de uiias afectadas y la localizacién (manos, pies o ambos).
El compromiso de la matriz o de los bordes laterales ungueales.

El grado de engrosamiento de la ufia.

- La ocupacién del paciente.
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- El estado inmunolégico del paciente.

El tratamiento de las onicomicosis suele tener entre un 5 y un 25% de fracasos
terapéuticos, dependiendo de los estudios seleccionados. Esta falta de respuesta al tratamiento
puede ser debida al incumplimiento del tratamiento de forma parcial o completa, a las
reinfecciones y a la farmacocinética de algunos farmacos.

Por esta razén la eleccién de un tratamiento correcto es de gran importancia. Se deben
combinar las medidas no farmacoldgicas con los tratamientos tépicos y/o sistémicos, dependiendo
del agente etioldgico, la edad del paciente, las interacciones farmacoldgicas y el tipo de afectacién
fungica de la uia.

MEDIDAS NO FARMACOLOGICAS

Las onicomicosis se suelen producir en presencia de factores predisponentes que facilitan
el desarrollo y crecimiento de las colonias de hongos. Es importante intentar evitar la aparicién de
estos factores. Estas medidas seran preventivas si nos encontramos en ausencia de clinica, o
coadyuvantes al tratamiento especifico cuando existe enfermedad.

Las medidas mas importantes que se deben tomar para prevenir las onicomicosis son:
Tener una buena higiene personal.
Utilizar calcetines de algodén 100% y prendas de calzado transpirables y no oclusivas.
Evitar el traumatismo ungueal repetido.

Mantener secos los pies durante todo el dia, sobre todo entre los dedos.

Imagen 3.7. Onicomicosis subungueal distal y lateral, con paroniquia aguda en el primer dedo Fuente: (Fuente: (Dalmaya J, Roéa E,
Corellaa F,(2006); Onicomicosis; Vol. 20. Num. 10.paginas 62-66; [En linea] recuperado de
https://www.elsevier.es/es-revista-farmacia-profesional-3-articulo-onicomicosis-13095632)
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Imagen 3.8. Onicomicosis subungueal distal y lateral combinada con foco de onicomicosis blanca Fuente: (Fuente: (Dalmaya J, Roéa E,
Corellaa F,(2006); Onicomicosis; Vol. 20. Nim. 10.paginas 62-66; [En linea] recuperado de
https://www.elsevier.es/es-revista-farmacia-profesional-3-articulo-onicomicosis-13095632)

MEDIDAS FARMACOLOGICAS
TRATAMIENTO TOPICO

El tratamiento tépico es cédmodo, facil de aplicar y no tiene efectos secundarios pero
actualmente sélo se utiliza como monoterapia en onicomicosis blancas superficiales con menos del
50% de la ldamina ungueal afectada y en pacientes en los que esté contraindicado el tratamiento
sistémico. También se utiliza como coadyuvante de la terapia sistémica en el resto de onicomicosis
y se utlizan principalmente los siguientes agentes:

-Ciclopiroxolamina. De accion fungicida, amplio espectro, buena potencia y rapidez de accidn.

-Amorolfina (morfolinas). De accion fungistatica. Interfiere en la sintesis del ergosterol, que es un
componente fundamental de la membrana celular del hongo. Muy especifico de onicomicosis.
Posee un amplio espectro de accidn.

-Imidazoles. Incluyen: miconazol, clotrimazol, econazol, bifonazol, ketoconazol, tioconazol,
terconazol, sertaconazol, flutrimazol y el nuevo erbeconazol. Tienen accién fungistdtica, aunque
algunos a altas concentraciones tienen efecto fungicida. Inhiben la sintesis del ergosterol. Tienen
un amplio espectro de accidn.

-Tiazoles. Presentan los mismos efectos y el mismo espectro de accidén que los imidazoles.

-Terbinafina (alilaminas). De accién fungicida, tiene un amplio espectro por via tdpica. Es el grupo
de mas reciente aparicion.

-Tolnaftato (tiocarbamatos). De accion fungistatica, actualmente estd en desuso.

-Nistatina (polienos). Es un antibidtico efectivo tdpicamente sélo frente a las candidas. No sirve
para el tratamiento de onicomicosis por dermatofitos.
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-Clioquinol. Es activo frente a las candidas y frente a algunas bacterias. No es activo frente a los
dermatofitos.

Lacas

Los tratamientos tdpicos se han utilizado en forma de crema, ungiliento y solucién, pero
ninguna de estas presentaciones tiene una buena difusidn en la ldmina ungueal, por lo que el
descubrimiento de la laca como forma farmacéutica ha sido un avance muy importante para el
tratamiento de las onicomicosis, ya que este vehiculo permite que el fdrmaco contacte con la ufia
durante mas tiempo, siendo la liberacidon del farmaco lenta, sostenida y en concentraciones
adecuadas.

Entre las presentaciones en laca, los 2 farmacos mas utilizados actualmente y con una
eficacia elevada y comparable son la amorolfina y la ciclopiroxolamina. Ambos son fungicidas y
presentan un amplio amplio espectro, siendo efectivos contra los dermatofitos, las levaduras y los
otros hongos filamentosos.

La amorolfina se utiliza en laca de ufias al 5% y se debe aplicar 1-2 veces por semana
durante un periodo de 6-12 meses.

La ciclopiroxolamina se presenta en laca al 8% y se debe aplicar a dias alternos durante el
primer mes, disminuyendo progresivamente el nUmero de aplicaciones hasta llegar a una vez por
semana. El tratamiento nunca debe durar mas de 6 meses.

En resumen, el tratamiento tdpico con amorolfina o ciclopiroxolamina en laca de uias
Unicamente debe utilizarse como monoterapia en onicomicosis sin hiperqueratosis y que no
afecten ni la matriz ungueal ni mds del 50% de la ufia. Este tratamiento deberia durar 6-12 meses.
Para el resto de onicomicosis, estos 2 fairmacos son buenos tratamientos coadyuvantes al sistémico
durante un minimo de 6 meses.

TRATAMIENTO SISTEMICO

Los tratamientos sistémicos clasicos son la griseofulvina y el ketoconazol. Actualmente
ambos farmacos se han eliminado del arsenal terapéutico en las onicomicosis, ya que son poco
efectivos, presentando una elevada tasa de recidivas y efectos secundarios. Ademas, los
tratamientos eran muy largos.

Los nuevos antimicéticos (itraconazol, fluconazol y terbinafina) tienen menos efectos
secundarios, el periodo de tratamiento es mas corto y presentan una penetraciéon en la matriz
ungueal mas rapida y persistente en el tiempo, con un efecto terapéutico mas prolongado (hasta
6-7 meses).

Estos son los nuevos antimicoticos sistémicos, las dosis a las que se han de utilizar y el
tiempo de tratamiento:
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-Itraconazol. Antifungico fungicida de amplio espectro que actta frente a dermatofitos, candidas y
pitiriasis. Su administracidén sistémica es exclusivamente oral. Se metaboliza en el higado y su
excrecién se produce principalmente a nivel cutdneo. Su nivel de concentraciéon en ufias
permanece hasta 6 meses después de haber finalizado el tratamiento.

Tiene pocos efectos adversos y suelen ser de caracter leve: nduseas, dispepsia y dolor
abdominal, aunque uUltimamente se han descrito algunos casos de hepatitis toxica grave.

El mayor problema de este farmaco son las interacciones farmacoldgicas con diversos
medicamentos como la simvastatina, la lovastatina, la terfenadina, el astemizol, la cisaprida, el
midazolam, el triazolam, la quinidina, la ciclosporina, los hipoglucemiantes orales, la quinina, la
digoxina y la pimozida.

La pauta clasica es la administracion continua de 200 mg/dia de itraconazol durante 6
semanas (onicomicosis de manos) o 12 semanas (onicomicosis de pies), aunque esta pauta se ha
sustituido en la actualidad por una intermitente de 200 mg/12 horas 1 semana al mes durante 2
meses (manos) o 3 meses (pies). No existen diferencias significativas de eficacia entre las dos
pautas anteriores, por lo que se recomienda la intermitente, ya que produce menos efectos
secundarios.

El itraconazol produce una curacién micolédgica del 80-85%, con un porcentaje de recaidas del 10%.

-Fluconazol. Es un antifungico fungicida de amplio espectro que se une menos a la queratina que el
itraconazol. Se puede administrar por via oral o parenteral. Practicamente no es metabolizado y se
elimina por la orina, detectdandose niveles altos en la piel hasta 10 dias después de finalizar el
tratamiento.

Tiene efectos secundarios gastrointestinales leves hasta en un 15% de los pacientes y presenta
interacciones con las sulfonilureas, la warfarina, la fenitoina, la rifampicina y las benzodiacepinas.

Se administra de forma pulsatil con una dosis semanal de 150 o 300 mg durante 6 meses para las
ufias de los pies, y durante 3 meses para las ufias de los dedos de las manos.

El fluconazol produce una curacién micoldgica del 90-95%, con un porcentaje de recaidas del 20%.

-Terbinafina (alilaminas). Es un antifungico con gran eficacia frente a los dermatofitos, pero con
poca accion sistémica sobre las candidas. Las concentraciones en la uia son similares a las del
plasma y permanecen durante meses después de haber finalizado el tratamiento. Se metaboliza en
el higado y se excreta por la orina.

Tiene efectos secundarios gastrointestinales leves y, a diferencia de los anteriores, presenta muy
pocas interacciones medicamentosas.

TRATAMIENTO COMBINADO

81



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia SCCA, 2022

El tratamiento combinado, usando un antifingico por via sistémica y un antifungico tépico
en forma de laca de uias ha demostrado mejores resultados que la utilizaciéon de cada tratamiento
de forma separada. No se recomienda la utilizacién de 2 o mas antifungicos sistémicos por el riesgo
de efectos secundarios graves.

Segun diversos estudios, el tratamiento que obtiene mejores resultados, alcanzando una
curacion micoldgica superior al 95%, es la asociacidn de itraconazol oral en pauta pulsatil con
amorolfina al 5% en laca de uiias o, si hay hiperqueratosis ungueal, el bifonazol asociado a urea en
laca de ufias.

Se administra a dosis de 250 mg/dia durante 12 semanas para las ufias del pie y durante 6
semanas para las uias de los dedos de la mano. La terbinafina produce una curacién micolégica
del 70-80%.

En grandes hiperqueratosis ungueales muchos autores recomiendan, ademas del
tratamiento sistémico, la utilizacidon de un antimicético (por ejemplo, el bifonazol) en combinacion
con urea en laca de uiias para mejorar la penetracion del fdrmaco e ir reduciendo la masa ungueal.

Un tema controvertido es la extracciéon de la uiia antes de iniciar el tratamiento. Es una
medida dolorosa y que en los diversos estudios analizados no aporta mayor eficacia en el
tratamiento, por lo que Unicamente cabe recomendar una extracciéon quimica con urea al 40% y
posteriormente tratamiento tdpico en aquellos pacientes que por algin motivo no puedan recibir
la terapia sistémica.

Hasta la fecha no existe un agente terapéutico que por si solo obtenga un éxito del 100%
de efectividad, por esta razdn, la asociacidon de un agente antifiingico sistémico con otro en laca de
unas durante 3 y 6 meses es el tratamiento mds efectivo para las onicomicosis, tanto de pies como
de manos.

Una vez finalizado el tratamiento, es importante realizar una valoracién de la curacion
clinica (desaparicién de las lesiones) y una valoracion de la curacién micoldgica (negativizacion de
los cultivos).

Material:

Por persona:

1.- Bata Blanca

2.- Plumén Indeleble
3.- Guantes de latex
4.- Lentes de seguridad

Por Equipo:
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1.- Portaobjetos

2.- Cubreobjetos

3.- 2 Hisopos estériles

4.- Asa bacterioldgica redonda y en forma de L

5.- Bisturi con hojas

6.- 1 Caja Petri con medio Dextrosa Sabouraud con 1% de aceite
Cultivo de Muestra es de Ufa:

Sembrar en Medio SDA y Mycocel e Incubar a 37°C por 15 Dias
7.- Pinzas

8.- Benzal 50-70 %

9.- 1 Tubo con agua destilada ESTERIL
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METODOLOGIA:

Muestra de Ufias

Sembrar en Agar SDA y Micocel e incubar por
15 dias a 37°C

¢ Se observa
Crecimienta?

o ] ona fi Cajas con Agar
Colonia levaduriforme Colonia filamentosa inactivar en
Autoclave 1217

C/A0°150h,
desechar en
holsa de
desechos
hioldwicos

Resembrar en Realizar tincidn Realizar tincion de Realizar micro

Agar SDA por 7 de Gram. algodan cultivd y
dias a 30°C Observar al observacion
Microsconi microscopica

Anotar
observaciones

Anotar
observaciones
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DERMATOFITOSIS

Los dermatofitos son hongos hialinos, con dos propiedades fundamentales queratinolitica
y queratinofilica. Estos factores le proporcionan al hongo la capacidad de digerir y utilizar la
queratina de la piel y anexos.

Imagen 4.1: Dermatofitosis en manos Fuente: (Harrison GJ, Harrison LR,(1986) Clinical avian medicine and surgery. Philadelphia: W.B.
Saunders; Uncommon mycoses; p. 467.

Los dermatofitos estdn estrechamente relacionados, cuyos ancestros, aparentemente
existen desde la era Paleozoica. Esta teoria fue descrita por el Dr. Greer DL en su articulo acerca de
la evolucion de estos hongos. Robert Remark, Johann Lucas Schoenlein, David Gruby y Raimond
Jaques Adrien Sabouraud, contribuyeron de manera significativa en el estudio de los dermatofitos,
en los aspectos morfoldgicos, fisioldgicos y la introduccion de los géneros y especies, algunos
usados en la actualidad. D. Gruby presentd la dermatofitosis denominada “Favus” como “la vrai
teigne” (la verdadera tifia), ante la Academia de Ciencias en Paris (1841), basado en la apariencia
clinica de la enfermedad; también reafirmd que la estructura parasitaria era de origen fungico,
antes descrita por JL Schoenlein y la demostracion de una alta contagiosidad de esta infeccion.
Después de multiples observaciones microscépicas describié los tipos de parasitacion del pelo:
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ectotrix y endotrix, asi como la introduccién del género y especie Microsporum audouinii. Este
nombre binomial es considerado el mas antiguo de los dermatofitos (1853). R. Remak en 1845,
acufid el nombre Achorion schoenleinii para el agente etioldégico de la tifia favica. Las
contribuciones de RJA Sabouraud se basaron en la observacién de la estructura parasita en las
escamas y la obtencién de las colonias de los dermatofitos crecidos en el medio de cultivo para
hongos, el cual lleva su nombre (agar dextrosa de Sabouraud). Por otro lado, la estandarizacién de
las condiciones de crecimiento y la descripcion de los cuatro géneros de dermatofitos:
Epidermophyton, Achorion, Microsporum y Trichophyton. Después de 20 afios de la publicacidn de
los cuatro géneros de dermatofitos, se simplificaron en tres, eliminando Achorion.

El diagnéstico se realiza principalmente mediante el examen directo, de las escamas y
pelos parasitados, usando sustancias como el hidroxido de potasio (KOH) e hidréxido de sodio
(NaOH) a diferentes porcentajes (10, 15, 20%), estas son soluciones que aclaran y digieren el
material de queratina, sin dafar la estructura parasita del dermatofito, de tal manera que facilitan
la visualizacién de las hifas hialinas, ramificadas y septadas y permiten distinguir la estructura del
hongo de la del pelo.

Los pelos parasitados pueden mostrar parasitacion ectotrix, endotrix y favica (  Imagenes
4.2 y 4.3). La parasitacion ectotrix, el exterior del tallo del pelo estd cubierto por conidios,
formando una vaina (M. canis). En la parasitaciéon endotrix, la masa de conidios o artroconidios se
encuentran en el interior del pelo (T. tonsurans). En la parasitacion tipo favica se observa hifas
largas intrapilares, por accion del KOH se liberan burbujas de aire a lo largo del axis del pelo,
fendmeno que no se presenta con el uso de azul de algoddn (T. schoenleinii).

Imagen 4.2: Examen directo con KOH donde se observa un pelo parasitado de forma exotrix con un hongo, se observan las estructuras
de forma externa.Fuente: (Pestanaal J,Carmo A, Ribeiro J, (2019); Chronic invasive rhinosinusitis by Conidiobolus coronatus, an
emerging microorganism Journal de Mycologie Médicale Volume 29, Issue 1, Pages 67-70; [En linea ] recuperado de
https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2018.12.004)
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Imagen 4.3: Examen directo con KOH donde se observa un pelo parasitado de forma endotrix con un hongo, se observan las estructuras
de forma interna. Fuente: (Pestanaal J,Carmo A, Ribeiro J, (2019); Chronic invasive rhinosinusitis by Conidiobolus coronatus, an
emerging microorganism Journal de Mycologie Médicale Volume 29, Issue 1, Pages 67-70; [En linea ] recuperado de
https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2018.12.004)

MORFOLOGIA DE LOS TRES GENEROS DE LOS DERMATOFITOS

Existe un grupo de hongos queratinofilicos que por tradicién han sido llamados
dermatofitos. Esta palabra deriva del griego “dermato” piel y del sufijo “phyto” vegetal. Los
dermatofitos se dividen en tres géneros que se distinguen por las caracteristicas de sus
macroconidios: el género Trichophyton tiene macroconidios alargados cuya porcién distal es
redondeada, de pared delgada y lisa, miden de 8 a 50 um, el nimero de septos va de 4 a 6. Los
macroconidios del género Microsporum en forma de huso o fusiformes, de pared gruesa, rugosa,
con hoyuelos o prominencias que semejan tubérculos denominados equinulas, miden de 8 a 15
pum, multiseptados (5 a 15 septos). Los macroconidios del género Epidermophyton nacen solos o en
racimos, en forma que semejan un mazo o baston, redondeados en su polo distal, de pared gruesa
y lisa, miden de 7 a 12 um, con 4 septos transversos.
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Imagen 4.4: A) Caracteristicas Macroscopicas: Es una colonia de crecimiento moderado (10 a 14 dias), de color verde oliva, al comienzo
es bultosa y escasa, después se vuelve plegada y radiada, el reverso es al principio anaranjado y se vuelve café-marrén. (Larone, 2011.
Arenas, 2008) Colonias verde oliva (caqui), radiadas pero con un centro bultuoso levemente plegadas. Agar micosel. (Tangarife, 2011) A
la izquierda los macroconidios con extremo redondeado, de pared gruesa sin espiculas, se forman en los extremos de las hifas y algunas
veces forman racimos. A la derecha el micelio de una colonia vieja, en la que muchos macroconidios se convirtieron en clamidoconidios.
(Tangarife, 2011) B) Caracteristicas Macroscopicas: Crecimiento moderado, de color blanco con difusion de pigmento, la colonia es
vellosa, algodonosa o granulosa y plana, en el reverso se observa un color rojo sangre. (Arenas, 2008) en el cual se observa la difusion de
pigmento mas marcada; las colonias blancas, vellosas, de color blanco (con el tiempo se vuelven rosas) (Tangarife, 2011) Caracteristicas
Microscopicas: Presenta un micelio septado, hialino, microsifonado, ramificado; presenta numerosos microaleurioconidios, en forma de
gota o piriformes, alternados en los dos lados de las hifas; en el extremo de las hifas presenta artroconidios, que son la formacion de los
macroconidios (son escasos 0 ausentes regularmente), tienen forma de “puro”, es decir son alargados (hasta 60um) con un extremo
redondeado, de 4 a 10 divisiones de paredes delgadas y lisas, hialinos. (Larone, 2011. Bonifaz, 2012). C) Caracteristicas Macroscopicas:
Colonias de crecimiento moderado de 6 a 10 dias, blanco-amarillentas, vellosas, planas, radiadas o lanosas; el reverso suele ser amarillo
oscuro. (Arenas, 2008. Larone, 2011) Caracteristicas Microscopicas: Presentan un micelio septado, hialino, microsifonado, ramificado,
algunas veces, presentan hifas en modalidad de raquetas; con numerosos macroconidios largos (hasta 110pm), ahusados, de pared gruesa,
equinulados, con los extremos puntiagudos, con mas de seis septos; la variedad M. canis var. distortum, presenta los macroconidios pero
de forma irregular, y con menos septos. (Bonifaz, 2012. Larone, 2011) los macroconidios con extremos puntiagudos, ahusados, con mas
de 6 septos, equinulados, hialinos de pared gruesa y a la derecha, el micelio con algunas hifas en raquetas (como huesos unidos). Azul de
algodon, 40x. (Bonifaz, 2012)

ECOLOGIA

Los dermatofitos se dividen en tres grupos ecolégicos con base en su habitat natural, la
preferencia y especificidad por el hospedero se ha atribuido a las diferencias en su afinidad por la
queratina de cada uno.

1) ANTROPOFILICO (del griego anthrépos, hombre y philico, afinidad). Grupo de
dermatofitos que parasitan el tejido humano. Se ha descrito que estas especies evolucionaron de
los hongos zoofilicos y gradualmente fueron perdiendo su afinidad por la queratina del animal.

En el proceso de evolucidon, este grupo de dermatofitos han presentado cambios en su
capacidad de reproduccion. Por tanto, la produccidn de conidios va disminuyendo, lo que lleva a
una alta simplificacién morfoldgica y la pérdida de la reproduccién teleomorfa. Es comun que se
observe polimorfismo morfoldgico por lo que se han reconocido variedades de especie, por
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ejemplo Trichophyton rubrum. Este dermatofito presenta la mayor prevalencia en la poblacién
urbana, especialmente en ciudades desarrolladas, debido al uso de zapato cerrado, lo cual
conduce a cambios en el microambiente, por el aumenta en el calor y la humedad de los pies.
También es la especie que causa principalmente infecciones crénicas, aparentemente atribuidas a
la presencia de aminoacidos como lisina, leucina, asparagina e histidina en el sudor. Los
dermatofitos antropofilicos son cominmente transmitidos a partir de lesiones activas de otro
individuo, de manera directa o indirecta a través de peines, calcetines, zapatos, ropa de cama,
toallas, etc.

Los géneros y especies mds importantes son: Trichophyton rubrum, Trichophyton
tonsurans, Trichophyton mentagrphytes, Trichophyton violaceum, Trichophyton interdigitale,
Microsporum audouinii y Epidermophyton floccosum. En casos excepcionales M. audouinii y T.
rubrum también han sido aislados de escamas y pelos de animales.

Imagen 4.5: T'tonsurans Microscopicamente, las macroconidias son escasas, se suelen disponer individualmente, casi nunca agrupadas.
Tienen una pared fina y lisa, en forma de cigarro, huso o cilindro y presentan de 1 a 12 septos. Las microconidias suelen ser muy
abundantes, con forma globosa, piriforme o alargada y se disponen individualmente a lo largo de los lados de las hifas o agrupadas en
racimos, pudiendo ser sésiles o pedunculadas. El aspecto macroscopico de este género es variable y presenta diferencias entre las distintas
especies, por lo que las colonias pueden ser pulverulentas, algodonosas, cerebriformes, velludas. El reverso de éstas puede mostrar una
plgmentacwn rOJ iza o marron. Fuente (Mohna de Dlego A (2009) Enferm Infecc M1cr0b101 Clin;29(Supl 3):33-39; [En linea] recuperado

Q 2 Rebell and Taplin (1970), Ajello (1972),
Vanbreusegham et al. (1978) Rippon (1988), McGlnms (1980) Domsch et al. (1980), Kane et al. (1997) and de Hoog et al. (2000, 2015)

Imagen 4.6: T. rubrum produce una colonia lisa, granular o algodonosa de color blanco o crema y en el reverso presenta un caracteristico
pigmento rojo que le da el nombre (rubrum), presenta escasas macroconidias y las microconidias tienen forma de maza, son piriformes o
alargadas. (Fuente: (Molina de Diego A (2009) Enferm Infecc Microbiol Clin;29(Supl 3):33-39; [En linea] recuperado de
https: imc.org/conteni revisionestematicas/micologi -2009-micologia.pdf, Rebell and Taplin (1970), Ajello (1972),
Vanbreusegham et al. (1978), Rippon (1988), McGinnis (1980), Domsch et al. (1980), Kane et al. (1997) and de Hoog et al. (2000,
2015)).
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Imagen 4.7: T. mentagrophytes las colonias son granulosas y pulverulentas, de color crema y con un pigmento en el reverso que va desde
el amarillo hasta el marron. Presenta escasas macroconidias y abundantes microconidias en forma de lagrima o alargadas, dispuestas a lo
largo de las hifas y formando estructuras conocidas como “acladium”, también son frecuentes los “zarcillos” (hifas en espiral).(Fuente:
(Mohna de D1eg0 A (2009) Enferm Infecc Mlcroblol Clin; 29(Supl 3) 33 39; [En linea] recuperado de
, Rebell and Taplin (1970), Ajello (1972),
Vanbreusegham et al (1978) Rippon (1988), Mchms (1980) Domsch etal. (1980) Kane et al. (1997) and de Hoog et al. (2000, 2015)

2) ZOOFILICO (del griego zoon, animal y philico, afinidad). Grupo de dermatofitos que
basicamente afectan a una gran variedad de aves y mamiferos que actian como hospedero. Estos
dermatofitos raramente se desarrollan activamente como saprofitos, mds bien sobreviven en un
estado de latencia sobre el material contaminado de origen animal. La respuesta inflamatoria
observada en el humano es mayor, cuando es parasitado por la especies zoofilicos. M. canis es la
principal especie que infecta perros y gatos y como consecuencia las particulas infectantes son
depositadas en el medio ambiente doméstico resultando infecciones familiares. Los animales
jovenes son mas susceptibles a las infecciones por dermatofitos que los adultos. Los principales
dermatofitos son: Microsporum canis, Trichophyton interdigitale, Trichophyton verrucosum.

Imagen 4.8: M. canis Colonias de crecimiento moderado de 6 a 10 dias, blanco-amarillentas, vellosas, planas, radiadas o lanosas; el
reverso suele ser amarillo oscuro. (Arenas, 2008. Larone, 2011), se ve la colonia, blanca, radiada, vellosa. A la derecha, el reverso de la
colonia, con el pigmento amarillo casi marron. (Bonifaz, 2012), Presentan un micelio septado, hialino, microsifonado, ramificado,
algunas veces, presentan hifas en modalidad de raquetas; con numerosos macroconidios largos (hasta 110um), ahusados, de pared gruesa,
equinulados, con los extremos puntiagudos, con mas de seis septos (Bonifaz, 2012. Larone, 2011) Se observa a la izquierda, los
macroconidios con extremos puntiagudos, ahusados, con mas de 6 septos, equinulados, hiafilinos de pared gruesa y a la derecha, el
micelio con algunas hifas en raquetas (como huesos unidos). Se observa a la izquierda, los macroconidios con extremos puntiagudos,
ahusados, con mas de 6 septos, equinulados, hianlinos de pared gruesa y a la derecha, el micelio con algunas hifas en raquetas (como
huesos unidos Bonifax 2012 Larone 2011).
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Imagen 4.9: T interdigitale formando colonias de color blanco-crema, algodonosas, sobreelevadas que se extienden rapidamente; también
hay zonas lisas y granulares, mientras que el reverso presenta un pigmento claro, amarillo o amarillo-marrén. Las microconidias tienen
forma de perla o lagrima también pueden aparecer hifas en espiral y las macroconidias habitualmente estan ausentes. (Fuente: (Molina de
Diego A (2009) Enferm Infecc Mlcroblol Clm 29(Sup1 3): 33 39; [En linea] recuperado de

B , Rebell and Taplin (1970), Ajello (1972),
Vanbreusegham et al. (1978), Rippon (1988), McGinnis (1980), Domsch et al. (1980), Kane et al. (1997) and de Hoog et al. (2000, 2015)

Imagen 4.10: T. verrucosum son de crecimiento lento (de 14 a 21 dias), colonias blancas grisaceas, glabras (a diferencia de otras
especies, como 1. mentagrophytes), plegadas, la mayoria no presenta pigmento al reverso. (Larone, 2011. Arenas, 2008) Colonia blanca,
glabra, de color blanca, vista del reverso sin produccion de pigmento. Presenta un micelio septado, hialino, microsifonadas, con
candelabros favicos rudimentarios, deformadas y con cadenas de clamidoconidios intercalares a 37°C; presenta microconidios piriformes
ligeramente alargados, y macroconidios en forma de puro y en ocasiones adelgazados. (Larone, 2011. Bonifaz, 2012)

3) GEOFILICO (del griego geo, tierra y philico, afinidad). Grupo de dermatofitos que viven
en el suelo y tienen la habilidad para colonizar los sustratos de contenido de queratina.
Aparentemente, la distribucidn esta relacionada con la disponibilidad de queratina (pelos, plumas,
escamas de piel y ufias de animales). La supervivencia de estos hongos en el suelo depende de los
siguientes factores: 1) Abidticos: temperatura, luz, variacidon climatica, altitud. 2) Bidticos: pH,
nutrientes, humedad vy sales. El aislamiento de estos hongos dependera de la gran cantidad de
productos organicos de desecho que se encuentren en el drea de estudio. Ocasionalmente son
patégenos para el humano y animales.
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Las especies de este grupo presentan mayor produccion de conidios y reproduccion
teleomorfa. Algunas de

las especies son: Microsporum gypseum, Microsporum fulvum,
Trichophyton terrestre. Los hongos geofilicos saprobios se han considerado como ancestros de los

dermatofitos, que se han adaptado y con capacidad para parasitar al animal o al humano; asi como
por su habilidad de descomponer la queratina.

Imagen 4.11: M. gypseum Caracteristicas macroscopicas, Son de crecimiento rapido (aproximadamente 6 dias), de color cafe canela a
beige, pulverulentas, granulosas, planas, el reverso de color café (marrén). (Arenas, 2008), Caracteristicas microscopicas, Su micelio es
septado, microsifonado, hialino, ramificado, presenta macroconidios de hasta 60um de largo, son septados (de menos de 6 segmentos),
equinulados, de pared gruesa, sus extremos son redondeados (lo que lo diferencia de M. canis), presenta microaleurioconidios en forma

de lagrimas alternados. (Larone, 2011. Bonifaz, 2012)

Imagen 4.12: Las colonias son pulverulentas, de crecimiento rapido, color cremoso o pardo claro, con una parte periférica blanquecina; el
aspecto es mas velloso. El reverso de la colonia es pardo-amarillento a rojo intenso. En la observacion microscopica presenta numerosos
macroconidios, mas cilindricosla pared de estos esporos es fina y rugosa. Los microconidios son piriformes o en forma de lagrima y no

pueden diferenciarse de los de otras especies de dermatofitos. Puede presentar hifas en espiral. Fuente (NEGRONI, R.; BONVEHI, P.;
ARECHAVALA, A.(2008) Historia y descripcion de Microsporum fulvum, una especie valida del género descubierta en la Republica

Argentina Revista Argentina de Microbiologia, vol. 40, niim. 1, p. 47 [En linea] recuperado de ISSN: 0325-7541)
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Imagen 4.13: Ramificado bajo el género Trichophyton, los hongos se encontr6 adicionalmente que sea un complejo en su etapa
teleomorfo que comprende multiples especies, por ejemplo, la insigulare Arthroderma, sp.nov. y olidum sp Arthroderma. nov. Ademas,
los hongos muestran caracteristica tipica de Trichonphyton que se extendi6 nodulos y estructuras de conidios en forma de espiral, con una
naturaleza queratindfilos y queratinolitico, a menudo se identifican en células de pelo de mamiferos y, posiblemente, alimentados sobre el
sustrato de queratina similares. (Fuente: (Molina de Diego A (2009) Enferm Infecc Microbiol Clin;29(Supl 3):33-39; [En linea]

recuperado de https://www.seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/micologia/ccs-2009-micologia.pdf, Rebell and Taplin (1970),
Ajello (1972), Vanbreusegham et al. (1978), Rippon (1988), McGinnis (1980), Domsch et al. (1980), Kane et al. (1997) and de Hoog et
al. (2000, 2015

Material:

1.- Bata Blanca

2.- Plumén indeleble

3.- Guantes de latex

4.- Lentes de seguridad

Por equipo:

1.- Muestra clinica

2.- Tubo con agar DTM

3.-CAJA CON AGAR SDA, PDA y AGAR TIERRA PELOS PARA EVALUACION DE PARASITACION
4 - Sistema de Microcultivo

5.- Tubo de 10 mL con agua destilada
5.- Portaobjetos y Cubreobjetos

6.- Pinzas

7 - Bisturi con hojas

8.- Asa Bacterioldgica en L
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El Micetoma es una infeccién subcutdnea crénica de origen micdotico (Eumicetoma) o
bacteriano (Actinomicetoma), cuyos agentes causales son exogenos. Clinicamente se manifiesta
por aumento de volumen relativamente indoloro de la region afectada, fistulas que drenan
material purulento o hematico, conteniendo micro-colonias del agente etioldgico formando las
estructuras parasitarias conocidas como granos. Este padecimiento tiene tendencia a afectar
huesos.

Imagen 5.1: Pie con micetoma Fuente: (CC BY-SA 3.0 File:Madura foot..JPG Created: 23 October 2007)

EPIDEMIOLOGIA

En México, el nimero de casos registrados no es tan elevado como en los paises africanos;
sin embargo, es el pais latinoamericano que registra el mayor nimero. En paises como Brasil y
Venezuela, el nimero de casos reportados es bajo y comparativamente en México, en las ultimas
dos décadas se han reportado dos casuisticas nacionales. El objetivo del presente trabajo es dar a
conocer los datos epidemiolégicos actualizados de esta enfermedad en el pais, registrados hasta
2012.

Frecuencia: El total de casos de micetoma detectados en los 11 centros de diagndstico micoldgico
fue de 3,933, con un promedio de 73 casos nuevos/afio.

Género: De los 3,860 casos en que se registrd este dato, 2,920 fueron hombres (75.6%) y 940
mujeres (24.4%). Los datos anteriores corresponden a una proporcion de 3:1 (Fig. 1).

M Mujeres
Hombres

|

|

o 1=3,860
€asos
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Imagen 5.2: Frecuencia de Micetoma por género n= 3,860

Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de la epidemiologia del micetoma en México.

Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Edad. En la tabla 1 se muestra que de los 3,349 casos analizados, la mayor frecuencia se
encontré en los grupos de edad entre los 16-50 afos (2,535 casos, 75.69%). Es notorio que, en los
grupos de 0-15 y 61-80 ainos, se presentd un numero importante de casos.

Edad (Afios) Numero %
0-15 132 3.94
16-30 1,172 35.00
31-40 747 22.32
41-50 616 18.40
51-60 392 11.70
61-80 290 8.64
Total 3,349 100.00

Tabla 1: Frecuencia por Grupo de edad en 3,349 casos Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de

la epidemiologia del micetoma en México.Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Ocupacion. Las ocupaciones en que se registraron casos de micetoma fueron muy diversas.
El mayor nimero correspondié a campesinos, 1,823 casos (58.41%), seguido de amas de casa de
zonas rurales (Tabla 2). Otras ocupaciones en que se observd un nimero relevante de micetomas
fueron: obreros, estudiantes y albafiiles, todos ellos habitantes de zonas rurales.

Ocupacion Numero %

Campesinos 1,823 58.41
Amas de casa 680 21.79
Obreros 179 5.74
Estudiantes 127 4.06
Albafiles 99 3.13
Empleados 63 2.02
Comerciantes 48 1.53
Trabajadores de limpieza 40 1.28
Choferes 26 0.83
Profesionistas 10 0.32
Otros 28 0.89

Total 3,123 100.00 3,123 100.00

Tabla 2: Ocupacion en 3,122 casos. Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacién de la epidemiologia

del micetoma en México.Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf):
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Distribucion geografica. La distribucion geografica del micetoma fue muy amplia, ya que en
24 de los 31 estados que forman la Republica Mexicana se reportaron casos. Del total de 3,933
casos, el lugar de origen se reportd en 3,471 casos; las casuisticas mas numerosas correspondieron
a: lJalisco (676 casos), Morelos (429 casos), Nuevo Ledn (347 casos), Guerrero (302 casos) y

Veracruz (264 casos) (Imagen 5.3).

Imagen 5.3: Distribucion geografica de 3,933 casos de micetoma. Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013)

Actualizacion de la epidemiologia del micetoma en México. Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea]
recuperado de https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Regidn corporal. En la tabla 3 se observa que, de 3,418 casos analizados, las extremidades
inferiores fueron el segmento corporal mas afectado (2,061 casos, 60.29%), seguido de tronco (675
casos) y extremidades superiores (459 pacientes).

Tipo de micetoma (Figura 5.4), se muestra que, de los 3,933 casos de micetoma
reportados, el actinomicetoma se presentd en 3,796 (96.52%) y el eumicetoma en 137 (3.48%).
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Imagen 5.4: Tipos de Micetoma en 3,933 casos. Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de la

epidemiologia del micetoma en México.Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Agentes de actinomicetoma. Nocardia brasiliensis fue la bacteria mas frecuente en esta
casuistica, observandose en 2,489 casos (65.58%), seguida de Actinomadura madurae con 301
casos (7.93%). Otras especies identificadas con mucho menor frecuencia fueron N. asteroides con
27 casos y dos casos de una especie de reciente descripcidén (N. harenae) (Tabla 4). La asociacion
del género de los pacientes con el agente etioldgico fue estudiada solamente en los casos de
infeccion por Actinomadura madurae. En este estudio, la frecuencia de A. madurae fue superior en
la mujer en mas del 10% con respecto al hombre (Tabla 2).

Genero Numero %

Mujeres 166 55.14

Hombres 135 44.86
Total 301 100.00

Tabla 3: Micetoma por Actinomadura madurae. Distribucion de acuerdo con género en 301 casos Fuente: (Lopez-Martinez R,
Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de la epidemiologia del micetoma en México.Revision de 3,933casos Gaceta Medica
de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Agentes de eumicetoma. En este estudio se registré un 3.48% de casos de eumicetoma
(Imagen 5.4). Se aislaron ocho géneros diferentes; de ellos, Madurella fue el mas frecuente,
aislandose en 81 de 137 pacientes. Las especies mas frecuentes fueron M. grisae y M.
mycetomatis. Es importante anotar que por primera vez se reportan casos de eumicetoma por
Fusarium subglutinans, Cladophialophora mycetomatis, Phaeoacremonium parasiticum y C.
bantiana (Tabla 6). En 18.98% de casos de eumicetomas (como se presentd en 10.23% de casos de
actinomicetoma) no se determind género ni especie del agente causal, lo cual demuestra que en
muchos laboratorios se tiene dificultad para hacer la identificacidon de estos agentes.
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Agente ne %
Nocardia brasfliensis 2,489 65.58
Actinomadura madurae 301 793
Streptomyces somaliensis 39 102
Nocardia asleroides 27 on
Actinomadura pefletien 1 029
Nocardia otiticis-caviarum 7 0.18
Nocardia harenae 2 0.05
Nocardia transvalensis 1 0.02
Nocardia sp 531 13.99
Actinomicetos 388 10.23
Total 3,79% 100.00

Tabla 4: Agentes de actinomicetoma en 3,796 casos. Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de la

epidemiologia del micetoma en México. Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de

https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

Agentes do eumicetoma en 137 casos

Agente n %

Madurelia grisea 39 2847
Madurella mycetomatis 3% 2628
Scedosporium aplospermum 8 584
Fusarium solani 5 365
Pyrenochaela romerol 3 218
Petriellicium boydii 2 1.46
Cladophialophora bantiana 2 146
Pyrenochaela mackinnoni 1 073
Cladophialophora mycelomatis 1 073
Phaeoacremonium parasiticum 1 073
Fusarium subglutinans 1 073
Madurella sp 6 438
Acremonium sp 4 292
Fusarium sp 2 146
Eumicético 2% 18.98
Total 137 100.00

Tabla 5. Agentes de eumicetoma en 137 casos. Fuente: (Lopez-Martinez R, Mendez-Tovar L, Bonifaz A (2013) Actualizacion de la

epidemiologia del micetoma en México. Revision de 3,933casos Gaceta Medica de Mexico 149:586-92 [En linea] recuperado de

Mecanismo de infeccion

https://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-2013/gm135p.pdf)

El micetoma es adquirido por lesiones traumaticas que interrumpen la continuidad de la
piel, permitiendo la introduccion del agente patogeno de origen exdgeno al tejido del hospedero.
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Imagen 5.5: Mecanismo de produccion de Heridas Fuente: (Luciano J. Gandini, TSEM Luciano J. Gandini Rosario, Argentina Traducido
y modificado de: Blesde; Porter: Cherry)

Sin embargo, durante un interrogatorio dirigido, son muy escasos los pacientes que
confirman este antecedente, debido probablemente a que las personas mas afectadas por sus
condiciones socioecondmicas le dan poca importancia a eventos tan cotidianos como los
traumatismos. Se cree que en las regiones altamente endémicas, los factores que favorecen la
enfermedad son la exposiciéon continua al agente, la desnutricidn, higiene y estado general de
salud deficientes. Los traumatismos son muy diversos, pero en Africa las heridas por espinas en las
regiones de la sabana son muy frecuentes. En Senegal, se ha encontrado que Leptosphaeria
senegalensis abunda en diversas espinas, en particular de acacias; 50% de éstas albergan al hongo;
no asi las espinas verdes, por lo que se cree que el agente proviene del suelo. La misma
distribucidon se ha encontrado con L. tomkinsii. (Segretain et al, 1968; Segretain G, 1972). En un
estudio retrospectivo de Maiti et al, de 264 casos solo en 130 se establecid el antecedente de
traumatismo. Para actinomicetoma los mecanismos de infeccién fueron pinchazo, 20 casos;
heridas extensas, 27; heridas pequenas, 17; lesiones superficiales, 19; lesiones no aparentes, 114.
Para eumicetoma: pinchazo, 18 casos; heridas extensas, 12; heridas pequefias, 8; lesiones
superficiales, 9; lesiones no aparentes, 20. Considerando el antecedente de pinchazo, éste
generalmente fue producido con espinas, astillas de madera, fibras de plantas, arafiazo o agujas.
De las 39 heridas extensas, 19 correspondieron a heridas quirurgicas (9 drenajes de absceso, 7
escisiones quirdrgicas de tumoraciones, quistes o cuerno y 3 injertos de piel).

AGENTES ETIOLOGICOS

El micetoma es una patologia de etiologia diversa, por lo que su clasificacién ha sido
simplificada en dos tipos:

- Actinomicetoma: infeccion causada por bacterias del orden Actinomicetales (Imagen 5.4),
particularmente de los géneros Nocardia, Actinomadura y Streptomyces. Las principales especies
involucradas son el complejo Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis, Nocardia otitidiscaviarum
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(caviae), Actinomadura madurae, Actinomadura pelletieri y Streptomyces somaliensis. Son raros
los casos causados por otros actinomicetos como Nocardiopsis dassonvillei, Nocardia farcinica o
Nocardia transvalensis (Kkwon Ch., 1992, Rippon 1988).

Imagen 5.6: Actynomicetos Fuente: (Mattarelli P, Brand G, Calabrese C (2014) Occurrence of Bifidobacteriaceae in human
hypochlorhydria stomach, Microbial Ecology in Health and Disease [En linea] recuperado de DOI: 10.3402/mehd.v25.21379)

Los actinomicetales son microrganismos que se encuentran en el suelo, agua dulce y agua marina.
Crecen en forma de filamentos finos y rectos, son productores de acidos micélicos, que miden de
0.5 a 0.8 um de didmetro; muestran ramificaciones laterales o dicotdmicas y pueden crecer sobre
el medio formando filamentos aéreos. Se reproducen por fragmentacion de los filamentos
formando estructuras bacilares o cocoides. Forman colonias de un aspecto céreo caracteristico, de
color variable dependiendo de la especie. La temperatura de crecimiento oscila entre los 20 y 30°C,
aunque algunas especies patdgenas crecen mejor a 37°C. Otra caracteristica de los actinomicetos
es su olor a tierra himeda. En los Ultimos afios, a través de las técnicas moleculares, se han dado a
conocer alrededor de 50 especies de Nocardia, de las cuales N. brasiliensis sigue siendo
predominante como causante de micetoma (Imagen 5.5).

Imagen 5.8: Nocardia brailiensis Fuente: (Public Domain Files)

Recientemente se describieron otras especies como N. pseudobrasiliensis, N. mexicana y N.
cyriacigeorgica. Respecto al género Actinomadura, predomina A. madurae y en algunas regiones
de Africa como Senegal y Chad, A. pelletieri es causante del 23-25% de los casos de micetoma.
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Streptomyces somaliensis es causante de un nimero muy reducido de casos de actinomicetoma en
américa, pero es causante hasta del 50% de casos de micetoma en Somalia y de la mayoria de
casos en Kenia. Estas especies de interés médico habitualmente son identificadas por
procedimientos bioquimicos, pero el tiempo que consumen estos vy la falta de confiabilidad en los
resultados han hecho necesario el uso de los procedimientos moleculares.

Hoy en dia se cuenta con la tecnologia de MALDI-TOF (Matrix-assited laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) para la identificacién de las especies mas
importantes, ahorrando mucho tiempo en el diagndstico pues las técnicas bacterioldgicas
convencionales ya que estas toman 1 mes minimo para lograr el aislamiento e identificacion
debido a que estas bacterias se clasifican como de lento crecimiento.

Imagen 5.9: Micetoma por Nocardia brasiliensis donde se observa una gran cantidad de fistulas. Fuente: (Mendez- Tovar 2016)

- Eumicetoma: padecimiento causado por hongos. Han sido reportadas aproximadamente 25
especies involucradas, predominando Madurella mycetomatis, el complejo Scedosporium
apiospermum, Trematosphaeria (antes Madurella) grisea, Falciformispora (antes Leptosphaeria)
senegalensis, Medicopsis (antes Pyrenochaeta romeroi) (Kwon Chung, 1992; Rippon, 1988). Esta
lista cada dia crece progresivamente debido a que, por un lado los factores de oportunismo en el
hospedero también aumentan, pero los procedimientos para determinar agentes causales
desconocidos han mejorado y cada vez se reportan especies nuevas como causantes de esta
patologia.
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Imagen 5.10: Cromoblastomicosis por Fonsecaea pedrosoi: a) Lesion eritemato-escamosa; b) células muriformes de color café y tabique
central (400 aumentos); ¢) Colonia negruzca a 10 dias de incubacion en agar Sabouraud; d) Hifas tabicadas con conidios elipticos 400

aumentos. Fuente: (Ventura-Flores R, Failoc-Rojas V, Silva-Diaz H (2017) Cromoblastomicosis: caracteristicas clinicas y

microbioldgicas de una enfermedad desatendida Rev. chil. infectol. vol.34 no.4 [En linea) recuperdo de
http://dx.doi.org/10.4067/s0716-10182017000400404)

Cuando se sospecha clinicamente de un caso de micetoma, el material drenado debe ser
examinado microscopicamente para determinar las caracteristicas de los granos como su color,
tamafio, forma y estructura. A través de este procedimiento la mayoria de veces es posible tener
una orientacién hacia el diagnéstico general (actinomicetoma o eumicetoma), fundamental para
iniciar un tratamiento adecuado.

El tejido obtenido por biopsia es un material muy valioso para establecer el diagndstico de
micetoma. La tincion mas util es la de hematoxilina-eosina (HE), ya que permite evidenciar muy
bien la respuesta tisular al agente causal, ademas de la estructura fungica parasitaria que son los
granos. La mayoria de eumicetomas son causados por hongos pigmentados, por lo que los granos
generalmente tienen un pigmento marrén claro u obscuro. Ademas, es importante observar la
estructura de los mismos buscando filamentos de 2-4 um, que son mas evidentes en la periferia,
caracteristica que también puede observarse en el examen directo, estas estructuras se conocen
como clavas.

Una parte del material drenado debe ser sembrado en Agar Dextrosa Sabouraud (ADS)
para aislar y determinar las caracteristicas macro y microscépicas del cultivo del agente causal
definiendo asi la especie. En general, tanto hongos como bacterias crecen muy bien en ADS; sin
embargo, cuando sea posible, se recomienda sembrar el espécimen (secrecion o tejido obtenido
por biopsia) en otros medios para aumentar las posibilidades de aislamiento. Cuando se sospecha
de un micetoma causado por hongos, puede utilizarse Agar Papa Dextrosa (APD) o Agar Extracto de
Malta (AEM); cuando se considera a los actinomicetos como posibles agentes causales puede
utilizarse, agar infusién cerebro corazén (BHI) Agar Lowenstein Jensen o Agar Czapek). Es
conveniente considerar que el crecimiento de los hongos causantes de micetoma es sensible a la
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cicloheximida; sin embargo si se puede adicionar algun antibacteriano al medio. En algunas
ocasiones es necesario utilizar medios especiales para estimular la conidiacidn o la formacion de
estructuras especificas de los eumicetos, particularmente de aquellos que en un primo cultivo solo
desarrollan micelio.

PRINCIPALES HONGOS ASOCIADOS A MICETOMA
Género: Acremonium

Especies: A.kiliense, A.falciforme, A.recifei
CARACTERISTICAS PARA SU IDENTIFICACION

Granos: blanco a amarillo palido, blandos, forma variable, compuestos de masas de hifas hialinas
vesiculosas.

Cultivo:

Colonia blanca, grisacea, marrén o grisacea violeta; el reverso presenta pigmento rojo violeta.
Microscopicamente conidios que se producen en fidlides largas; los conidios se mantienen
agrupados gracias a la presencia de un material mucilaginoso.

Imagen 5.11: Acremonium spp Macro y micro conidias, imagen de cultivo en Agar Rojo brillante Fuente: (Patovirta, R. L., Reiman, M.,
Husman, T., Haverinen, U., Toivola, M., and Nevalainen, A. (2003). Mould specific IgG antibodies connected with sinusitis in teachers of
mould damaged school: a two-year follow-up study. Int J Occup.Med Environ Health. 16[3], 221-230.Groll, A. H. and Walsh, T. J.
(2001). Uncommon opportunistic fungi: new nosocomial threats. Clin Microbiol Infect. 7 Suppl 2:8-24., 8-24.Simmons, R. B., Price, D.
L., Noble, J. A., Crow, S. A., and Ahearn, D. G. (1997). Fungal colonization of air filters from hospitals. Am Ind.Hyg.Assoc.J. 58[12],
900-904)

Caracteristicas microscopicas:

A. kiliense produce conidios de una sola célula que miden de 3-6 x 1-1.6 um. A. recifei
produce conidios de una célula en forma de media luna, de 4-6 x 1.3-2 um. A. falciforme forma
conidios de una o dos células en forma de media luna, de 7-8.5 x 2.7-3.2 um. Las tres especies
presentan clamidoconidios terminales o intercalares. Un género morfolégicamente similar a
Acremonium que ha sido reportado como causante de micetoma es Phaeoacremonium. La
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diferenciacion morfolégica es dificil; una caracteristica que hace pensar en este género es la
presencia de pigmento, pero la diferenciaciéon de especie a menudo requiere de estudio molecular.

Género: Exophiala
Especie: E. jeanselmei

Granos: oscuros y de forma regular. Los granos que son eliminados con el material purulento
tienen forma de gusano. En el tejido los granos aparecen como esferas con hoyos o como bandas
sinuosas. Las hifas de la superficie del grano son obscuras, de pared gruesa, abultadas, que miden
de 5 a 10 um. Las hifas de la parte central del grano son mas pe queifias y degeneradas. Dentro del
grano también pueden observarse leucocitos y células gigantes.

Imagen 5.12: Exophiala jeanselmei macro y microcinidios y cultivo Fuente: (de Hoog and Hermanides-Nijhof (1977), McGinnis

(1980), Hohl et al. (1983), Nishimura and Miyaji (1983), Matsumoto et al. (1984), Dixon and Polak-Wyss (1991), de Hoog et al. (2000,
2015).)

Cultivo:

Colonia obscura, de crecimiento lento, de aspecto levaduriforme o membranoso. Con los
sub-cultivos la colonia toma un aspecto micelial, con hifas aéreas cortas tipo atercipelado.

Caracteristicas microscépicas:

En los cultivos levaduriformes generalmente las células conidiégenas nacen lateralmente a la hifay
son cortas con anelaciones. Este tipo de conidiacidn se parece a la que presenta Aureobasidium o
Exophiala (Wangiella) dermatitidis. En los primos aislamientos se pueden observar fidlides, las
cuales tienden a desaparecer con los sub-cultivos repetidos. Las células conididgenas tienen un
tamafio variable, pero en general miden de 1.5 a 3.5 um de diametro y de 5 a 10 um de longitud.
Los conidios se producen sucesivamente en la punta de anélides. Los conidios son de forma eliptica
y miden de 1-2 x 2-6 um.

Complejo Scedosporium apiospermum

Granos: blancos a amarillos, blandos a firmes, sub-globosos a lobulados, de 1 a 2 mm. Las hifas son
hialinas, de 2 a 5 um de didmetro. En la periferia del grano, las hifas son globosas, produciendo
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otras células similares secundarias de 10 a 20 micras. Estas células al parecer son hifas
modificadas.

Imagen 5.13: Micro y macrocinidios y cultivo de Scedosporium apiospermum Fuente: (McGinnis (1980), Domsch et al. (1980),
McGinnis et al. (1982), Campbell and Smith (1982), Rippon (1988), de Hoog et al. (2000, 2015), Gilgado et al. (2005), Rainer and de
Hoog (2006), Guarro et al. (2006), Lackner et al. (2014a))

Cultivo:

Colonia algodonosa, de color gris oscuro a marrén grisaceo, que con el tiempo adquiere un color
mas claro. Con los sub-cultivos la colonia adquiere un color blanco. Este hongo es homotalico y en
medios pobres (agar harina de maiz o papa dextrosa)

Caracteristicas microscépicas:

Muchas de las cepas producen cleistotecios de color marrén de 100 a 200 um. Las ascas son ovales
0 sub-globosas (12 — 18 X 8 —13 um) y contienen 8 ascosporas. Cuando se rompe la pared de lasca,
se liberan las ascosporas que miden de 4-5 x 7-8 um de forma eliptica y de color oscuro. En el
interior de las ascosporas se observa con frecuencia una pequefia “gota de aceite”.

Género: Madurella
Especies: mycetomatis, grisea

Granos: negros, firmes y quebradizos; de forma globosa, ovales o lobulados. Generalmente miden
0.5-1 mm, pero pueden alcanzar hasta 5 mm cuando se agregan varios granos. Estdn compuestos
de hifas de color marrdn claro que miden de 1-5 um de didametro. En la periferia de los granos, las
hifas pueden alcanzar hasta 12—15 um de didmetro. Las hifas contienen particulas pigmentadas y
estan inmersas en una matriz oscura cuando el grano se encuentra compacto. Cuando se tifien con
hematoxilina-eosina, los granos aparecen uniformemente de color marrén rojizo. En el grano de
tipo vesicular, el centro es de color claro y las hifas de la periferia son de color marrén y presentan
vesiculas de 6-15 um de diametro, semejantes a los de M. grisea.
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Imagen 5.14: Micro y macroconidios, cultivo de Madurella mycetomatis Fuente: (Arenas 2014)

Cultivo:

Colonias ampliamente variables. En los primeros dias son blancas y membranosas, pero con el
tiempo se vuelven de color amarillo olivdceo o marrdn, con pigmento oscuro que difunde al medio.
Este hongo crece mejor a 37°C. Se pueden observar esclerotes compuestos de células poligonales
pseudo-parenquimatosas. Cuando se cultiva en agar extracto de suelo o agar agua, se pueden
producir conidios ovales o piriformes, de 3.5— 5 um a partir de conididforos simples o ramificados.
También pueden observarse fidlides productoras de conidios pequefios y esféricos, especialmente
en agar papa-zanahoria o agar harina de maiz.

Trematosphaeria grisea (antes Madurella grisea)

Granos: negros, globosos o lobulados que alcanzan 1 mm de didmetro, inicialmente suaves, para
después convertirse en formes y quebradizos. La zona central no presenta pigmento y en la
periferia se observan hifas de color marrén, las cuales carecen de los granulos de pigmento marrén
intracelulares caracteristicos de M. mycetomatis.

Imagen 5.15: Morfologia microscopica y colonial, micro y macroconidios de Madurella grisea Fuente:( McGinnis (1980), Chandler et
al. (1980), Rippon (1988), de Hoog et al. (2000, 2004a, 2012, 2015), Desnos-Ollivier et al. (2006))

Cultivo:

Colonia gris u olivacea, de lento crecimiento, voluminosa, coracea, algunas veces presentan
pliegues con hifas aéreas cortas. Las colonias pueden adquirir un pigmento marrdn rojizo. La
temperatura éptima de crecimiento es de 30° C. Las hifas son de pared pigmentada, septadas, de

112



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia SCCA, 2022

1-3 um de didmetro. Los aislamientos generalmente son estériles y algunos solo presentan
clamidoconidios (4—7 x 3—4 um). Ocasionalmente se pueden observar picnidios en medios pobres.

Medicopsis romeroi (antes Pyrenochaeta romeroi)

Granos: blandos, negros, oscuros, esféricos, tubulares o irregularmente curvados de 0.5-1.5 mm
de didmetro. Carece de material intersticial y el centro es pdlido. Las hifas presentan abundante
pigmento en la periferia del grano; igualmente a este nivel las células son voluminosas.

Imagen 5.16: Morfologia colonial y microscopica de Medicopsis romeroi Fuente: (Guégan S, Garcia-Hermoso D, Sitbon K et al(2016),

Ten-Year Experience of Cutaneous and/or Subcutaneous Infections Due to Coelomycetes in France [En linea] recuperado de DOI:
10.1093/0fid/ofw106)

Cultivo:

Colonia gris oscura y algodonosa, con margen claro. Crece lentamente a 37° C, y con mayor rapidez
a 30° C. Produce picnidios casi negros (50-150 x 40—-300 um). En la pared interna de los picnidios
se forman conidiéforos que a su vez producen conidios hialinos, elipticos, de 1-1.5 x 2—5 pum.

Falciformispora senegalensis (antes Leptosphaeria senegalensis) (no reportado en México)

Granos: suaves, negros, alcanzan hasta 1 mm de diametro. En ocasiones se observan grandes
agregados de hifas viejas que no adquieren la forma de un grano normal. Pueden ser tubulares o
huecos, con la periferia mds oscura que semeja a los granos de E. jeanselmei, M. romeroio T.
grisea. Sin embargo, F. senegalensis presenta vesiculas mas grandes (15—40 um) y la distribucién
de las hifas es mas irregular que los otros tres hongos. La periferia un cemento oscuro en el cual se
encuentran inmersas las vesiculas. El centro del grano puede estar libre de filamentos fungicos o
presentar una substancia marrén con unos cuantos filamentos y vesiculas.
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Imagen 5.17: Morfologia colonial y microscopica de Falciformispora senegalensis Fuente: (Ahmed, S.A.; van de Sande, W.W.J.;
Stevens, D.A (2014) Revision of agents of black-grain eumycetoma in the order Pleosporales, Volume 33, pp. 141-154(14) Naturalis
Biodiversity Center [En linea] recuperado de DOI: https://doi.org/10.3767/003158514X684744)

Cultivo:

Colonia de rapido crecimiento, de color gris a marrdn. El reverso es negro aunque a veces es
ligeramente rosado. No produce conidiacién asexual. En agar harina de maiz, a 25-27° C producen
peritecios en 1 a 5 meses, los cuales miden de 100 a 300 um. Las ascas miden de 17-22 x 80-100
KUm y contienen 8 ascosporas. Las ascosporas generalmente tienen 4 septos siendo la segunda
célula mas ancha que las demas.

Material:

1.- Bata Blanca

2.- Plumén indeleble

3.- Guantes de latex

4.- Lentes de seguridad

Por equipo:

1.- Muestra clinica

2.- Tubo con agar DTM

3.-CAJA CON AGAR SDA, PDA y AGAR TIERRA PELOS PARA EVALUACION DE PARASITACION
4 - Sistema de Microcultivo

5.- Tubo de 10 mL con agua destilada
5.- Portaobjetos y Cubreobjetos

6.- Pinzas
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7 - Bisturi con hojas

8.- Asa Bacterioldgica en L
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METODOLOGIA:

Cepa de Nocardia spp

Sembrar en las placas de Sembrar en Agar
Agar Xantina, Agar Sangre. Incubar por
Caseina y Agar Tirosina. T2hrsa 37°C.
Incubar por 3 dias a 307
C (ANEXD)

Realizar tincion Realizar tincion
de Kinyoun de Gram
[ANEXD)

Realizar observacion Realizar observacion Realizar observacion
microscopica. microscopica. microscopica.

Anotar Anotar
Observaciones Observaciones

Anotar
Observaciones

Laminillas con
muestra inactivar
en Autoclave
121°C/ 307150,
desechar en
contenedor de
desechos
punzc:ncn-rtantcﬂ.

Cajas con Agar Cajas con Agar

Inactivar en
Autoclave 121°
/3071500,
desechar en bolsa
de desechos
biologicos

inactivar en
Autoclave 121°
C/30°/150h,
desechar en bolsa
de desechos
bioldgicos
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MICOSIS PRODUCIDAS POR EL GENERO CANDIDA

El género Candida es un grupo de levaduras de origen polifilético, no relacionadas, por lo
gue puede considerarse como un género artificial y anamarfico (ciclo sexual no descrito). La
definicidn del género incluye las siguientes caracteristicas: i) colonia con ausencia de pigmentos
carotenoides o meldnicos; ii) forma celular variable (globosa, eliptica, cilindrica, o triangular); iii)
pared celular con 2 capas; iv) el hidrolizado de la célula completa no contiene xilosa; v) prueba con
azul B de diazodio (DBB), negativa; vi) compuestos similares al almidén, ausentes; vii) pseudo hifas
o hifas verdaderas, presentes o ausentes; viii) gemacion holoblastica; ix) balistosporas ausentes; y
x) artroconidios ausentes. Existen aproximadamente 180 especies de Candida, pero sélo una
docena son de interés médico. La clasificacién taxonémica del género es la siguiente: Dominio:
Eukarya Reino: Fungi Division: Deuteromycota Clase- Blastomycetes Orden- Cryptococcales Familia-
Cryptococcaceae Género- Candida.

60 Candida heveicola CBS107017 (EU284105)
L] Candida pseudoheermulonii CBS100997 (AB118792)

Candida heamulonii CB55149T(U44812)
Candida rueliiz CBS108157 (AM252326)

o Candida auris JCM15448" (AB375773)

Candida lustianiz JCM18147 (U44817)
Candida intermedia CB571537 (AJ508588)

Metschnikowia agaves CB577447 (U84243)

L Candida gelsemii CBS10509" (DQ988046)
100 Metschnikowia bicuspidata CBS55757 (U44822)
So Metschnikowia zobellii CBS48217 (U44823)
Metschnikowia hawaiiensis CBS74327 (U45734)

Candida rugosa ICM16197(1045727)
Candida freyschussiiCBS 2116" [AF017242)

Candida inconspicua JCM95557 (U71062)
100 Candida ethanolica JCM35887 (U71073)
Iﬂ:l'__ﬂndfdﬂ krusei JILM17107 (U76347)
Candida glabrata JCM37617 (U44808)
100f= Candida palmioleophila JICM52187 (CPU45758)
; q‘ -L Candida saitoana JOM14387 (U45762)
Candida schatavii JCM17787 {U45762)

Candida albicans JCM15427 (U45776)
Candida dubliniensis CBS79877 (U57685)

0 Candida parapsilosis ICM17857 (U46004)
Candida tropicalis CBS24T (U457439)
80 Candida viswanathii ICM85677(1J45752)

| M—
Schizosaccharomyces pombe JCMB2747 (AY048171) 0,05

82

Imagen 6.1: Arbol filogenético de la familia Candida Fuente: (Satoh, K., et al. "Candida auris sp. Noviembre, una novela de levadura
ascomicética aislada del canal externo de un paciente hospitalizado en un hospital japonés ". Microbiol. Immunol. 2009; 53: 41-44
Lockhart S., et al. "Emergencia simultanea de Candida auris multirresistente en 3 Continentes confirmada por secuenciacion de genoma
completo y analisis epidemiologicos". Clin. falta. Dis. 2017; 64: 134-139)

C. albicans es la especie de mayor frecuencia de aislamiento, se ha aislado del tracto
digestivo y de la cavidad oral de humanos y de diversas especies animales como: primates,
bovinos, equinos, cerdos, gatos, perros, conejos, cobayos, hurones, jirafas, pajaros, urracas,

119



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia SCCA, 2022

pavorreales, tortugas, entre otros. En los seres humanos, Cdndida albicans forma parte del
microbioma, habitan en individuos sanos como comensales en mucosas (boca, faringe, laringe,
tracto gastrointestinal y vagina) sin causar enfermedades y la colonizacion se presenta a partir de
los primeros dias del nacimiento. En individuos sanos, C. albicans es la especie mas
frecuentemente aislada (70-80%), le siguen, Cdndida glabrata y Cdndida tropicalis .La frecuencia
de aislamiento, de las diferentes especies, esta en funcidn del sitio anatémico afectado, cuadro
clinico, edad de los pacientes, factor predisponente, y sitio geografico de residencia.

~—]

Imagen 6.2: Fotografia de microscopia electronica de barrido de Cdndida albicans Fuente: (Segebre 2016)

EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO

Existen mas de 200 especies de Cdndida, pero solo cerca de 15 son reconocidas como
patégenos frecuentes en el humano incluyendo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C
lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa, y C. norvegenis. E. Shekelle, Pfaller MA, 2007

Las diferentes especies de Candida son capaces de producir todos los sindromes clinicos
aunque la infeccion con Candida albicans siendo por mucho la mas frecuente. (E. Shekelle,
Kauffman CA, 2010) La identificacién de la especie de Candida es de importancia critica, no solo
porque esta relacionado con la susceptibilidad antifingica, si no por la diferencia en la potencia de
virulencia entre las diferentes especies. (E. Shekelle, Wisplinghoff H, 2004) La distribucién de
especies aisladas en candidemias es: C. albicans (50.4-47.4%), C. glabrata (18.1-17.5%), C.
parapsilosis (18.9-15.1%), C. tropicalis (10.5- 9.6%), C. krusei (2.1%) y otras (4.4-4.0%) (C.
lusitaniae, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr) (E. Shekelle, Pfaller MA, 2011) C. krusei se
considera intrinsecamente resistente a azoles, es responsable de aproximadamente 2.1% del total
de las candidemias con predileccidon de pacientes adultos neutropénicos. (E. Shekelle, Pappas PG,
2009.) C. glabrata se aisla con mayor frecuencia en pacientes ancianos, pacientes con cancer,
exposicién previa a fluconazol y aquellos que fueron tratados con piperaciliona/tazobactam vy
vancomicina. (E. Shekelle, Alangaden GJ, 2011) La susceptibilidad de C. glabrata a azoles varia de
sensible a intermedio, el 20% desarrollan resistencia durante la terapia o profilaxis con fluconazol.
(E. Shekelle, Faller MA, 2011.)
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Candidemia se refiere la presencia de Candida en el torrente sanguineo, las presentaciones clinicas
mas frecuentes son:

e Infeccion focal Invasiva (endoftalmitis, infeccién osteoarticular, meningitis, endocarditis,
peritonitis y otras infecciones intraabdominales, neumonia, empiema, mediastinitis).

e Infeccién sistémica. (E. Shekelle, Kauffman CA, 2012) La candidiasis invasiva puede involucrar
virtualmente cualquier érgano, y por tanto, tiene una amplia variedad de manifestaciones. No hay
caracteristicas clinicas distintivas que predigan candidiasis invasiva y que permitan guiar a una
terapia antiflngica especifica. (E. Shekelle, Pappas PG, 2006) Las claves clinicas en el examen fisico
de que ocurre una invasion hematdgena por Candida incluyen: lesiones caracteristicas de los ojos
(corioretintis con o sin vitritis), lesiones en piel, y con menor frecuencia abscesos musculares. La
frecuencia de las lesiones oftalmicas en los pacientes con candidemia es variable, con un rango de
28 a 37% segun diferentes estudios y se presenta con mayor frecuencia a las 2 semanas posterior a
la candidemia. (E. Shekelle, Kauffman CA, 2012.) Las lesiones en la piel tienden a aparecer
subitamente como un grupo de pustulas dolorosas con base eritematosa; pueden presentarse en
cualquier parte del cuerpo. Varian desde pequefias pustulas que pueden ser facilmente pasadas
por alto, hasta otras que son nodulares, de varios centimetros de didmetro, y con necrosis en el
centro. En pacientes con neutropenia severa, las lesiones pueden ser maculares mas que
pustulosas. En pacientes con hemocultivos negativos, el reconocimiento de estas lesiones es una
manifestacion de Candidemia y una biopsia en sacabocado pudiera definir el diagndstico. Los
pacientes pueden describir dolor en un grupo muscular especifico causado por micro abscesos por
Candida. (E. Shekelle, Kauffman CA, 2012.)

Los sindromes clinicos comunmente asociados son:
¢ Candidemia.

¢ Candidiasis diseminada aguda.

¢ Endocarditis por Candida.

e Osteomielitis vertebral o disquitis.

* Endoftalmitis.

e Candidiasis diseminada crénica.

e Con menor frecuencia tracto gastrointestinal, sistema nervioso central, empiema, neumonia,
mediastinitis, pericarditis.

Candidiasisdiseminada aguda.

e Es vista en pacientes que recibieron quimioterapia citotéxica por patologia hematoldgica.
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¢ En la mayoria se ha documentado candidemia, son enfermos criticos y muchos tienen afeccién o
falla multiorganica.

e Los pacientes neutropénicos pueden manifestar discreto eritema o papulas hemorragicas
palpables las cuales son caracteristicas de vasculitis de pequefios vasos. (E. Shekelle, Pappas PG,
2006)

Endocarditis por Cdndida
e El 2% de las endocarditis infecciosas son causadas por hongos.
e Cdndida spp representa el 66% de los casos de endocarditis fungica.

* Se presenta en individuos que tiene dispositivos intravenosos de forma crénica (ej. Hickman,
Broviac) o catéter de gran calibre.

¢ Otros factores de riesgo son anormalidades valvulares, vdlvulas protésicas, anormalidades
congénitas (defectos ventriculoseptales) uso de drogas ilicitas, especialmente heroina. (E.
Shekelle, Quagliarello V, 2005 Pappas PG, 2006)

Osteomelitis Vertebral y disquitis
 Su presentacion asociada a candidemia no tratada o no reconocida es comun.
* Puede ser causado por cualquier especie de Candida.

e Los sintomas usualmente se manifiestan varias semanas a meses después del episodio de
candidemia.

® Presentan tipicamente dolor crénico progresivo en regién lumbosacra, usualmente sin fiebre,
pérdida de peso u otros sintomas consuntivos.

* En la enfermedad avanzada pueden desarrollar sindromes compresivos con pérdida completa de
la funcidn. (E. Shekelle, Pappas PG, 2006)

Endoftalmitis

® Hasta en un 37% de los pacientes con candidemia no tratada se pueden observar lesiones en
retina.

¢ La forma completa de endoftalmitis es poco comun; en areas con efectividad de azoles menos
del 1% desarrollan retinitis o endoftalmitis si son tratados.

* Presentan lesiones coroidales que progresan a necrosis retinal seguida de vitritis y endoftalmitis.
e Las formas no tratadas desarrollan ceguera.

e El involucro unilateral es la regla pero puede ser bilateral.
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e Cerca del 90% de los casos son debido a (C. albicans. E. Shekelle, Pappas PG, 2006)
Candidiasis crénica diseminada (Candidiasis Hepatoesplénica)

e Es vista casi exclusivamente en pacientes con malignidades hematoldgicas quienes se recuperan
de cuadro de neutropenia.

* Presentan fiebre de bajo grado dolor en hipocondrio derecho, hepato-esplenomegalia, elevacién
de transaminasas.

e Los estudios de imagen demuestran lesiones focales multiples en higado, bazo, rifiones, y
raramente pulmones. (E. Shekelle, Pappas PG, 2006)

Peritonitis e infecciones intraabdominales:

¢ Asociada a perforacion del tracto gastrointestinal, fugas anastomaticas o pancreatitis
necrotizante, colecistitis gangrenosa y como complicacidn de didlisis peritoneal.

¢ Puede ocurrir obstruccién del conducto biliar comun por “bola flngica” por Candida.

e Los sintomas de peritonitis no difieren de las formas bacterianas. (E. Shekelle, Kauffman CA,
2010) Neumonia:

¢ Se considera una entidad extremadamente rara, expertos consideran a esta entidad clinica
practicamente inexistente.

e Los cultivos sélo reflejan colonizacidn o contaminacion orofaringea. (E. Shekelle, Kauffman CA,
2010)

Otro ejemplo es el reportado por (lglesias-Benavides y cols., 2007) realizado en México, en
muestras ginecoldgicas, C. glabrata presentd el mayor nimero de aislados (57%), especialmente
con cuadros clinicos de vaginitis e infertilidad, seguido de C. albicans (38%) (mujeres asintomaticas)
y en menor frecuencia C. tropicalis (3.5%) y C. famata (1.7%).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL GENERO Candida.

La diferenciacidn entre especies del género Candida en ocasiones es altamente compleja,
en otras, se encuentran diferencias que requieren separar, en una nueva especie, aquellas que
presentan caracteristicas “atipicas” (C. dubliniensis se diferencié de C. albicans; y C. nivariensis de
C. glabrata) o en otros casos son integradas a especies comunmente aceptadas y son consideradas
como sindénimos o variantes de éstas. Asi, con base en la similitud significativa entre sus DNAs, C.
stellatoidea, C. claussenii y C. langeronii son sindbnimos de C. albicans; C. pseudotropicalis es
sinébnimo de C. kefyr; y C. paratropicalis es sinébnimo de C. tropicalis. Otro grupo de especies
estudiado es el grupo psilosis, en el cual se encontraron diferencias suficientes para integrarlas en
los grupos |, Il y lll y que actualmente han sido designadas como Candida parapsilosis sensu stricto
(corresponde a la mayoria de los aislados clinicos), Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis, su
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frecuencia de aislamiento varia de acuerdo a la distribucién geografica estudiada. Por otro lado,
una de las caracteristicas diferenciales del género Candida es la formacién de pseudohifas, sin
embargo, Torulopsis glabrata, actualmente denominada como C. glabrata, no forma pseudohifas,
por lo que es posible que posteriormente sea reclasificada. La nueva especie fue aislada de casos
clinicos. Entre las caracteristicas fenotipicas de esta nueva especie se presentan: C. nivariensis no
es capaz de formar tubo germinativo, clamidoconidios, pseudohifas o ascosporas, aln en periodos
largos de incubacion, y fermenta la trémalos.

Cuando se requiere hacer la identificacion de especies del género Candida a partir de
muestras clinicas, ésta se inicia con la sospecha de Candidosis a partir del cuadro clinico, tiempo de
evolucidn, sitio anatdmico afectado, factores predisponentes, etc., destacando, la existencia de
tratamientos especifico en funcion de la especie aislada. A partir de los especimenes clinicos se
recomienda efectuar examen directo con KOH al 20%, tincion de Gram. En las preparaciones
tefidas a partir de muestras clinicas, es muy importante observar la aparicion de blastoconidios o
comunmente conocidos como levaduras en gemacién para tener un indicio de que estas poseen la
capacidad de fungir como agente patdgeno y no estrictamente como parte de la microbiota.

Imagen 6.3: Preparacion de muestra clinica tefiida con Gram. Se pueden observar filamentos, levaduras y blastoconidios sefialados con
una flrecha.. (Fuente: ID imagen:97030460 Copyright: toeytoey Fecha de carga: Jan 25, 2016).

Al igual que en la identificacion de las bacterias, es importante conocer la morfologia de las
colonias en ciertos agares y la morfologia microscépica para incrementar las posibilidades de un
disgnodstico diferencial certero. Las levaduras del género Candida son microscdpicamente
diferentes, unas son ligeramente mas grandes que otras, algunas son mds redondeadas y otras mas
ovaladas, en algunos agares unas producen colonias lisas y otras producen colonias mas rugosas,
por ello es necesario contar con todos estos datos antes de emitir un dignéstico definitivo.
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TABLA 1.- Morfologia colonial y microscopica del Genero Candida

Especie Crecimiento en SDA Morfologia microscépica Caracteristicas de
diferenciacién
C. albicans Se caracteriza por presentar
clamidosporos globosos,
terminales, de espesa pared
celular, a veces en gran nimero.
El pseudomicélio es abundante y
N ramificado y el micelio verdadero
L puede ser encontrado en los
i 01, L cultivos  mas  viejos. Los
N " O \ iﬂi Blastosporos ovoides o globosos
e AN TN NS reunidos generalmente en forma
3 Candida albicans es una levadura de | de bola. La hifa verdadera posee
Durante un tiempo de 24- 48hrs se | forma oval (de 2 a 4 micras de | varios septos, al contrario de la
obtienen colonias l{sas, blandas, de | digmetro) y paredes fi nas que se | pseudo-hifa que nosmuestra un
color blanco o l_oelge, que con el | yeproducen por yemas (también | nimero escaso. Fuente: (Gresham,
tiempo van cambiando su aspecto @ | denominadas blastosporas); en | G. A. & Wittle, C. H. (2001)
colonias  plegadas, rugosas 0 | gcasiones después de la division por | Studies of the invasive mycelial
membranosas. gemacion, las levaduras y las | form of Candida
Fuente: (Ami 2008,  Robles | plastosporas quedan adherias, | albicans.Sabouraud)
2004,Pineda 2008) formando cadenas o pseudohifas.
También pueden existi r verdaderas
hifas normales de ti po fi lamentoso.
Las células fungosas generalmente se
limitan al tejido epitelial y rara vez se
exti enden mas profundamente.
Fuente: (Stanchi. 2007. Microbiologia
veterinaria. Intermedica editoral XX-
2007. Buenos Aires,Republica de
Argenti na.)
C glabrata Blastoconidios, 2,5-4,5x4-6 pm

Origina en 24-48 h, unas colonias
lisas, no adherentes, de color

blanco o cremoso, mas o menos
brillantes e indiferenciables de la
mayoria de otras especies de

levaduras del mismo  género
Fuente:( BODEY GP. Candidiasis.
Pathogenesis, diagnosis, and

treatment, (1993) ed. New York:
Raven
Press,)

C. glabrata crece a 37 °C en agar
glucosado de Sabouraud (AGS), con o
sin antibidticos, pero es inhibida por la
presencia de cicloheximida. En AGS,
en 24-48 hs., da lugar a colonias lisas,
no adherentes, de color blanco o
cremoso, mas o menos brillantes e
indiferenciables de la mayoria de otras
especies de levaduras del mismo
género.

Fuente:( HARRIS AD, CASTRO 1J,
SHEPPARD DC, et al. Risk factors for
nosocomial candiduria due to

Candida  glabrata and Candida
albicans. Clin Infect Dis 1999 DOI:
10.1086/520460)

Seudohifas,No,Clamidosporas,No,
Numero de cromosomas, diploide
11,  haploide,Asimilacion  de
azucares, Glucosa,Trealosa, Color
en medios cromogénicos

CHROMagar, Lila-Purpura,
Candida ID,Blanco,Crecimiento
en cicloheximida 0,1% -,
Virulencia experimental +,
Resistencia triazoles -+,

Fuente:( HARRIS AD, CASTRO
J, SHEPPARD DC, et al. Risk
factors for nosocomial candiduria
due to Candida glabrata and
Candida albicans. Clin Infect Dis
1999 DOI: 10.1086/520460)
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C. tropicalis

Las colonias de C. tropicalis
presentan un aspecto cremoso,
blando, liso, brillante, con borde
rugoso, micelios cerca del margen y
olor a levadura de pan o cerveza.
Fuente: (HARRIS AD, CASTRO J,
SHEPPARD DC, et al. Risk factors
for nosocomial candiduria due to
Candida glabrata and Candida
albicans. Clin Infect Dis 1999 DOI:
10.1086/520460)

En cornmeal-Tween 80 agar a 25°C
durante 72 horas forma blastoconidas
de entre 4-8 x 5-1lpm de tamafio

individuales o en muy pequefios
grupos en cualquier lugar a lo largo de
la  pseudohifa, y  abundantes
pseudomicelios, que consisten en

elementos largos 'y pobremente
ramificados frecuentemente
estrechados en la punta, con conidias
laterales.  Fuente: (HARRIS AD,

CASTRO J, SHEPPARD DC, et al.
Risk factors for nosocomial candiduria
due to

Candida  glabrata and Candida
albicans. Clin Infect Dis 1999 DOI:

Produce pseudomicélio abundante
y ramificado, con verticilos de
blastosporos dispuestos en
cadenas simples, irregulares o
ramificadas. El micelio verdadero
puede estar presente en cultivo.
Los blastosporos son ovoides o
semiglobosos. El Clamidosporos
en forma mas o menos periforme
(en gota o lagrima) puede estar

formado. Fuente: (HARRIS AD,
CASTRO J, SHEPPARD DC, et
al. Risk factors for nosocomial
candiduria due to

Candida glabrata and Candida
albicans. Clin Infect Dis 1999
DOI: 10.1086/520460)

C. krusei

Fuente:
(https://accessmedicina.mhmedical.
com/content.aspx?bookid=1529&se
ctionid=98865937)

El desarrollo de las levaduras se
torna visible a las 24-48 hs a 28 °C
aunque no conviene eliminar los
tubos sembrados antes de los 7 dias
para los materiales superficiales y
de 1 mes para los profundos. Las
colonias obtenidas son
generalmente lisas, blandas,
brillantes, de color blanco o
ligeramente beige; con el tiempo
pueden tornarse rugosas, plegadas o
membranosas.

Fuente:  (Kwong-Chung  K.J.,
Bennet M.D. (1992). Medical
Micology. Lea &  Febiger.

Philadelphia -London)

10.1086/520460)

CA

Es una levadura de forma oval (de 2 a
4 micras de diametro) y paredes fi nas
que se reproducen por yemas (también
denominadas blastosporas); en
ocasiones después de la division por
gemacion, las levaduras y las
blastosporas quedan adherias,
formando cadenas o pseudohifas.
También pueden existi r verdaderas
hifas normales de ti po fi lamentoso.
Las células fungosas generalmente se
limitan al tejido epitelial y rara vez se
exti enden mas profundamente.
Fuente: (Kwong-Chung K.J., Bennet
M.D. (1992). Medical Micology. Lea
& Febiger. Philadelphia -

London)

Presenta pseudomicélio
constituido de células alargadas y
delgadas, ramificandose como

tallos de arbol. Los Blastosporos

ovoides y predominantemente
cilindricos, dispuestos
verticiladamente en las

constricciones del pseudomicélio.
Los blastosporos se desintegran
facilmente, permaneciendo a los

lados del pseudomicélio en
pequefios aglomerados,
asemejandose a palitos
amontonados de fosforos

entrecruzados. El crecimiento en
un cultivo en lamina es opaco,
aspecto mas evidente en una
macro colonia.
Fuente:(Kwong-Chung K.J.,
Bennet M.D. (1992). Medical
Micology. Lea &  Febiger.
Philadelphia -

London )
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C En esta especie el pseudomicélio
. forma células gigantes que se
par GpSI/OSIS diferencian  facilmente cuando
comparamos al pseudomicélio
constituido de células pequenas.
El pseudomicélio generalmente es
Son levaduras ovales de 3 X 8 um y bastante ramificado, verificandose
forman colonias cremosas que en en sus constricciones  pocos
ocasiones desarrollan un aspecto blastosporos  dispuestos en
rugoso. Fuente: ((Lasker et al., verticilos.  Los  Blastosporos
2006; Kuhn et al., 2004., Lépez et globosos y/o ovoides ligeramente
) h v . . . longados pueden ser observados.
al., 2010) Ausencia de cualquier tipo de a‘ong P
., Fuente: ((Lasker et al., 2006;
filamentacién en cuyo caso se Kuhn et al., 2004., Lopez et al.,
diferencian dos patrones: a) 2010)
blastoconidias pequefias (menores de
5 uM) redondas y uniformes,
caracteristicas. Fuente: (Lasker et al.,
2006; Kuhn et al., 2004., Lopez et al.,
2010)
C. Capacidad de crecimiento a 42°C
dublini i en agar glucosado de
uoliniensis

Fuente:
https://www.researchgate.net/figure/
Figura-3b-Aspecto-microscopico-de
-C-dubliniensis-en-agartabaco-con-
presencia-de_figd 260765551
Al cabo de las 24-48 h se pueden
observar las colonias caracteristicas

de color blanco o crema, de
consistencia opaca, elevadas, lisas,
brillantes o mates, y con un

diametro de 1 a 3 mm. Fuente:
(Lopez et al.,2005, Price et al.,1994)

https://www.researchgate.net/figure/Fi
gura-3b-Aspecto-microscopico-de-C-d
ubliniensis-en-agartabaco-con-presenc
ia-de figd 260765551

Presencia de pseudohifas:
blastoconidias ~ acompafiadas de
prolongaciones que se inician desde
un septo, las cuales exhiben una
relacion mayor entre el ancho y el
largo que las hifas o tubos germinales;
ademas, presentan multiples
constricciones septadas y se pueden
observar como una secuencia de
blastoconidias gemantes no separadas.
Fuente: (Lopez et al.,2005, Price et
al.,1994)

Sabouraud; produccion de tubos
germinativos, seudohifas y
clamidoconidios en agar leche
con Tween 80 sobre portaobjetos;
capacidad de crecimiento en agar
hipersalado con NacCl
a 11%; produccién de lipasas en
medio de opacidad con Tween
80; color y aspecto macroscopico
de las colonias y capacidad de
formacion de clamidoconidios en
agar tabaco; caracteristicas macro
y micromorfologicas de
las colonias en agar Pal

CHROM,; utilizacion de diversos
sustratos mediante el uso de
galerias API ID 32C®
(Laboratorio  BioMérieux SA,
Marcy L’Etoile, Francia). Fuente:
(Carballo G, (2019) Identificacion
fenotipica de Candida dubliniensis
aislada de candidosis de mucosa
oral en pacientes
Inmunodeprimidos, Dermatol Rev
Mex 63(1):14-25.)

Posteriormente a la observacién de las primeras preparaciones tefiidas, se realiza el
aislamiento del agente etioldgico inoculando la muestra en los diferentes medios de cultivo.
Candida spp crece en la mayoria de los medios de cultivos habituales, como son: Sabuoraud

dextrosa agar (SDA), papa dextrosa agar, gelosa sangre, infusién de cerebro corazén, extracto de
levadura y soya tripticasa. C. albicans crece en micosel, sin embargo, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei y C. zeylanoides son inhibidas por la actidiona presente en el medio, por lo que se

recomienda hacer siembras a la par en SDA. En este medio, en general se presentan como colonias
de crecimiento rapido (2 a 3 dias a 28 6 35 2C), limitadas, planas, de color blanco a crema,
himedas, lisas (aunque algunas pueden ser rugosas), butirosas, brillantes u opacas, en ocasiones

puede observarse pseudomicelio. EI medio de biggy (Nickerson modificado), este medio es
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selectivo para el género Candida, contiene gran cantidad de citratos los cuales eliminan la
microbiota bacteriana, y contiene sulfitos, los cuales son reducidos a sulfuros La diferenciacién, en
este medio, esta basada en la morfologia colonial y la pigmentacién tipica que se produce por la
reduccién de sulfito de bismuto, la pigmentacidn de la colonia en ocasiones difunde al medio, se
desarrollan colonias color café claro a oscuro con brillo metdlico. En muestras clinicas de sangre el
pretratamiento con lisis de eritrocitos y centrifugacion incrementan la deteccién de las levaduras
de Candida.

Una herramienta atil para distinguir las especies mds frecuentes del género Candida, es el
desarrollo en medios cromogénicos, también conocidos como Chromagar. Existen medios
cromogénicos para distintas finalidades y de diversas marcas comerciales, pero de forma general,
al medio se adicionan componentes que las levaduras empleardn de forma selectiva y generaran
colonias de diferentes colores. En el caso del Chromagar BD Biosciences*, las levaduras de la
especie C. albicans desarrollaran colonias de color verde, a diferencia de las colonias tipicas de C.
glabrata de color paja. En el caso de C. tropicalis genera colonias azul oscuro y C. krusei da origen
a colonias rosas (Imagen 6.4).

.,
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.- o C. parapsilosis arbfcans% w
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%

»
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M1297AR - HiCrome™ Candida Differential Agar

Imagen 6.4: Desarrollo de colonias del género Candida en Chromagar BD Biosciences* donde se observa un patron de coloracion que
permite distinguir a las especies mas frecuentemente aisladas. (Fuente: https://ridacom.com/en/products/view/5017).

Aunque el uso de herramientas como el Chromagar es actualmente muy difundido y de
facil acceso, no es un mecanismo definitivo de diagndstico diferencial pues depende del
observador quiza la identificacion de las tonalidades de las colonias presentes y ademas, cuando
en la muestra se encuentra presente aluna especie poco frecuente, esto puede dar lugar a
impresiciones en la identificacién. Por ello es necesario sumar otras pruebas para lograr la
identificacién con alto grado de certeza, en el caso de C. albicans, se ha mencionado su capacidad
de generar estructuras de resistencia en presencia de condiciones hostiles en el medio, por
ejemplo baja concentracidén de nutrientes o cambios bruscos de temperatura. Estas estructuras de
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resistencia (similares en funcién a las esporas bacterianas), se conocen como clamidoconidias y
constituyen otra herramienta mas en el identificacidn de la especie C. albicans.

Para identificar si la levadura es capaz o no de producir clamidoconidias, se siembra en
agar Corn meal (Agar Harina de Maiz, que es un medio pobre en nutrientes) mediante estria
profunda y se coloca sobre esta estria un cubreobjetos estéril. Se incuba por algunas horas y
posteriormente se busca al microscopio en este cubreobjetos la produccidn de estructuras
redondas y grandes en los filamentos de hifas. En el caso de C. albicans se generan clamidoconidias
aisladas y para C. dubliniensis, las clamidoconidias se generan en racimos o grupos de varias
(Imagen 6.5).

B)

Imagen 6.5: Desarrollo de clamidoconidias en levaduras del género Candida en agar Corn Meal donde se observa la produccion
diferencial de estas estructuras de resistencia. En el caso de C. albicans, se observan clamidoconidias aisladas y para C. dubliniensis, se
observan en racimos o agrupadas. Fuente: (Mendoza M (2005) Importancia de la identificacion de levaduras Rev. Soc. Ven. Microbiol.
v.25 n.1 [En linea] recuperado de ISSN 1315-2556)

Una tercera herramienta para generar un diagndstico con mayor certeza para la especie C.
albicans, se trata de su habilidad para desarrollar estructuras invasivas conocidas como tubo
germinativo a las 2 horas de incubacién. Algunas otras especies de Candida son capaces de formar
esta estructura pero tardan mas en llevarlo a cabo.

En esta prueba, contrario a la anterior, se provee a la levadura de un madio muy alto en
nutrientes, por ejemplo suero fetal bovino o suero humano y se incuba 2 horas. Posteriormente, se
toma una muestra de este medio y se observa al microscopio las estructuras conocidas como tubo
germinativo ( Imagen 6.6). C. albicans produce estas estructuras en 2 horas de incubacién pero
existe la posibilidad de que C. tropicalis desarrolle estructuras parecidas pero requiere mas tiempo
para ello y se observa una constriccién visible adyacente a la célula madre.
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Imagen 6.6: Desarrollo de tubo germinativo en levaduras del género Candida en suero donde se observa la produccion de estructuras
invasivas. En el caso de C. albicans, se observan a las 2 horas de incubacion. (Fuente: Baena Del Valle et al., 2011).

Si se emplean estas tres técnicas para la identificacién de las levaduras, habremos
superado el 90% de certeza en el proceso, sin embargo, si deseamos una identificacion con 100%
de certeza, es necesario probar las caracteristicas metabdlicas de las levaduras realizando pruebas
de asimilacion y fermentacién de carbohidratros, mejor conocidas como auxonograma vy
zimograma respectivamente. Estas pruebas consisten en inocular medios de cultivo (como base sin
carbohidratos) y se adiciona a cada uno, un carbohidrato diferente a probar y en algunos casos,
con indicadores como rojo de fenol o purpura de bromocresol para identificar con mas facilidad el
desarrollo de las levaduras. Se incuban estos medios unos dias a 25°C y luego de unos 5 dias, se
evalla la capacidad de estas levaduras de asimilar o fermentar los carbohidratos que se estdn
probando.

También existen sistemas comerciales estandarizados para realizar estas pruebas de
carbohidratos, el mas conocido es de la marca Biomérieux*(Imagen 6.7) API® 20 C AUX en que es
posible probar una cantidad considerable de carbohidratos y lograr una identificacion con
completa certeza.
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Imagen 6.7: Sistema para auxanograma API°20 AUX de Biomérieux® para evaluar asimilacion de carbohidratos en levaduras.
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Una herramienta mas para el diagnéstico diferencial es la filamentacion en medio de Staib
(semillas de Guizotia abyssinica) pues es un medio diferencial para C. dubliniensis, en él se observa
en esta especie, la produccidon de clamidoconidios, mientras que C. albicans sélo filamenta. Esta
prueba requiere de periodos de incubacidn largos (7 a 10 dias). La menor velocidad de formacién
de hifas de C. dubliniensis se considera que contribuye a su menor virulencia comparandola con C.
albicans

Material:

1.- Bata Blanca

2.- Plumén indeleble

3.- Guantes de latex

4.- Lentes de seguridad

Por equipo:

1.- Muestra clinica

2.- Tubo con agar DTM

3.-CAJA CON AGAR SDA, PDA y AGAR TIERRA PELOS PARA EVALUACION DE PARASITACION
4 - Sistema de Microcultivo

5.- Tubo de 10 mL con agua destilada
5.- Portaobjetos y Cubreobjetos

6.- Pinzas

7.- Bisturi con hojas

8.- Asa Bacterioldgica en L
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Cepas de Candida albicans, C.
tropicalis v C. krusei

METODOLOGIA:

Realizar la prueba de suero Sembrar en Agar Biggy ¥ Realizar tincion de Gram
de caballo (nota: puede ser Chromagar. Incubar por 3

de humanao) agregando a dias a 30°C

cada uno de los tubos 3mL *

del mismo. Incubar 3 has a
37°C.

Anotar

Observaciones

Observar morfologla colonial

Realizar preparacion en
fresco de cada tubo y
observar al microscopio.

Anotar
Observaciones

Cajas con Agar

inactivar en
Autoclave 1217
/3077150,
desechar en bolsa
de desechos
bioldgicos

Anotar
Observaciones

Cajas con Agar
inactivar en
Autoclave 1217
Ci307/ 150,
desechar en bolsa

de desechos

Laminillas con biologicos

muestra inactivar
en Autoclave 1217
C/30°/15L1b,
desechar en

contenedor de
desechos
pun focortantes
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RESULTADOS:
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ANALISIS DE RESULTADOS:

CONCLUSIONES:
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El género Cryptococcus estd integrado por levaduras capsuladas, gemantes, generalmente
no formadoras de pseudomicelio y sensibles a la cicloheximida. Cryptococcus tiene 39 especies
fungicas heterobasidiomicetas, de las cuales C. neoformans y C. gattii son consideradas como las
patogenas para los mamiferos. En el laboratorio mediante pruebas bioquimicas sencillas, es facil
diferenciar entre esas dos especies.

TAXONOMIA.

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Orden: Tremellales
Familia: Tremellaceae
Género: Cryptococcus

Especies: neoformans var. grubii, neoformans var. neoformans, gattii, albidus, laurentii Y
aproximadamente, otras 35 especies mas que continuamente se estan reclasificando. Se han
registrado casos raros provocados por Cryptococcus albidus, C. laurentii y C. uniguttulatus;
formalmente se reconoce a C. neoformans y C. gattii, como los agentes etiolégicos de la
criptococosis en mamiferos. Fuente: (T Uribarren  (2011);  Micologia  Criptococosis;

http://microypara.facmed.unam.mx/?page _id=81 8)
EPIDEMIOLOGIA DE LA CRIPTOCOCIS:

La criptococosis es adquirida fundamentalmente por la inhalacion de las células de
levadura desecadas de fuentes ambientales, particularmente en los suelos contaminados por
guano de palomas. Debido a su contenido en nitrégeno, creatinina y una elevada concentracion de
sales, las levaduras pueden mantenerse viables en excrementos de paloma durante un periodo
largo de tiempo, incluso afios si estan protegidas de los rayos del sol y en el caso de C. gattii en |a
madera y otras partes de diversas especies de arboles de Eucaliptus. Las aves particularmente las
palomas se creen que pueden haber sido las responsables de la dispersidon de Cryptococcus spp en
todo el mundo ocasionando en el humano una infeccién pulmonar primaria que frecuentemente
es asintomatica y puede ser erradicada dentro de un granuloma. Sin embargo, dependiendo de los
factores del huésped, el tamafio del indculo y posiblemente la virulencia de la cepa, el
microorganismo puede diseminarse de forma aguda o luego de un periodo de latencia a sitios
extra pulmonares produciendo diferentes cuadros clinicos siendo el mas grave el ataque al sistema
nervioso central. Inicialmente se considerd que C. gattii presentaba una distribucién geografica
muy restringida relacionada con zonas de rios y bosques donde se encontraban especies de
Eucalytus canaldulensis pero a lo largo de los afios se ha aislado de muestras ambientales de suelo
y arboles a diferencia de C. neoformans que se ha aislado en todo el mundo.
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Imagen 7.1: Arbol filogenético de los miembros representativos de los Tremellomycetes para demostrar la diversidad del género
Cryptococcus. Fuente: (Ngamskulrungroj, P., et al. (2009), Genetic diversity of the Cryptococcus species complex suggests that
Cryptococcus gattii deserves to have varieties.PLoS One,. 4(6): p. €5862 [En linea] recuperado de
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0005862)

La criptococosis por C. gattii se ha considerado una micosis de paises tropicales debido que
la mayoria de los casos se han registrados en paises con clima tropical. Los casos clinicos descritos
fuera de esas zonas se consideran casos excepcionales y siempre se trata de establecer relaciones
entre el paciente o el ambiente que lo rodea con algin elemento importado, viaje o procedencia
de un pais tropical. La Criptococosis aumento a principios de la década de 1980 por la aparicion del
virus de inmunodeficiencia humana. Hasta 1998, la criptococosis fue considerada la cuarta causa
de muerte en pacientes con SIDA pero afortunadamente con el desarrollo y aplicacion de las
terapias inhibidoras de la proteasa y los tratamientos antirretrovirales de gran actividad (TARAA) se
ha reducido significativamente en paises desarrollados. Fuente: (Perfect, J.R., et al. (1998),
Cryptococcus neoformans: virulence and host defences.Med Mycol,. 36 Suppl 1: p. 79-86 [En linea]
recuperado de PMID: 9988495)
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Imagen 7.2: Ciclo de vida del complejo Cryotococcus neoformans/ C. gatti Fuente: (Ellis, D, and Pfeiffer T,(1990) Ecology, life cycle,
and infectious propagule of Cryptococcus neoformans.Lancet,. 336(8720): p. 923-5 [En linea] recuperado de
DOI:10.1016/0140-6736(90192283-n)

Uno de los trabajos reportados sobre la genotipificacion del complejo C. neoformans / C.
gattii es el realizado por Meyer y una red de colaboracion entre investigadores de varios paises
iberoamericanos a finales de 1990. La red fue creada para estudiar la epidemiologia molecular de
los agentes de la criptococosis en América Latina y Espafia. Mediante las técnicas de PCR
fingerprinting con el primer especifico de la secuencia del microsatélite del fago 13 y el analisis de
Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimadrfica (RFLP) del gen Orotininda Pirofosforilada URAS.
En el estudio se agruparon las 340 cepas en ocho tipos moleculares, de los cuales la especie C.
neoformans se aislé con una frecuencia del 80% y el 20% restante fue de C. gattii. El patréon VNI se
presenté en gran proporcion en Guatemala, Perd, Brasil y Argentina. VNIl en Chile con 16% de
frecuencia y Colombia con un 11%. Espafia presentd un porcentaje elevado del patrén molecular
VNIII, el cual representd un 42% de frecuencia. En cuanto a los genotipos correspondientes a C.
gattii, el patron molecular VGI solo se presentd en Espafia, Venezuela y Perd con un 32%, 28% y 7%
de frecuencia respectivamente. El genotipo VGlII, se presentd en Brasil con 14%, Colombia con 13%
y Argentina con una frecuencia baja de 2%; VGIIl solo se presentd en Colombia en un 24% de
frecuencia y en Argentina con un 2 %. En conclusién se confirmdé que la mayoria de infecciones
fueron causadas por el tipo molecular VNI que pertenece a C. neoformans var. grubii el cual
representd un 68.2% de los aislamientos totales. Fuente: (Escandon, P., et al. (2006), Molecular
epidemiology of clinical and environmental isolates of the Cryptococcus neoformans species
complex reveals a high genetic diversity and the presence of the molecular type VGII mating type a
in  Colombia.FEMS Yeast Res,. 6(4): p. 625-35 [En linea] recuperado de DOl
10.1111/j.1567-1364.2006.00055.x)
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Imagen 7.3: Distribucion de los ocho tipos moleculares en paises Iberoamericanos. Fuente: (Meyer, W., et al (2003), Molecular typing of
IberoAmerican Cryptococcus neoformans isolates.Emerg Infect Dis, 9(2): p. 189-95 [En linea] recuperado de DOI:
10.3201/eid0902.020246)

En la imagen 7.4 se muestra la distribucidn de los 8 distintos tipos moleculares en las
diferentes regiones del mundo. Se encontré que los tipos moleculares VNIII y VNIV no sdlo se
encuentran principalmente en Europa como se informé anteriormente, también estan presentes
en América del Norte. El genotipo VGI se encontrd en mayor proporcién en Oceania en donde
existen reportes de Criptococosis por C. gattii a diferencia del resto del mundo. En Africa existe
mayor frecuencia de aislamientos correspondientes al genotipo VNI de C. neoformans debido a
gue la mayoria se ha aislado de pacientes con inmunosupresién. En los paises de América se
observd una relacion homogénea en cuanto a los porcentajes de los diferentes patrones
moleculares. En conclusion se analizaron un total 2755 aislamientos, entre los cuales 2046 eran
clinicos, 68 veterinarios y 604 ambientales, con un 58% de los aislamientos fueron clasificados
como C. neoformans var. grubbi. Fuente: (Meyer W, et al (1999)., Molecular typing of global
isolates of Cryptococcus neoformans var. neoformans by polymerase chain reaction fingerprinting
and randomly amplified polymorphic DNA-a pilot study to standardize techniques on which to base
a detailed epidemiological survey.Electrophoresis,. 20(8): p. 1790-9
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Imagen 7.4: Distribucion de los ocho tipos moleculares identificados en América central, América del Norte, América del Sur, Africa,
Asia, Europa y Oceania. Fuente: (Chen, S., et al ( 2000) Epidemiology and host-and variety-dependent characteristics of infection due
to Cryptococcus neoformans in Australia and New Zealand. Australasian Cryptococcal Study Group.Clin Infect Dis,. 31(2): p.
499-508 [En linea] recuperado de DOI: 10.1086/313992)
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Imagen 7.5: Distribucion de los ocho tipos moleculares a nivel mundial. Fuente: (Escandon, P., et al. (2006), Molecular epidemiology
of clinical and environmental isolates of the Cryptococcus neoformans species complex reveals a high genetic diversity and the
presence of the molecular type VGII mating type a in Colombia. FEMS Yeast Res,. 6(4): p. 625-35 [En linea] recuperado de DOI:

10.1111/5.1567-1364.2006.00055.x)

Uno de los ultimos estudios realizados en América Latina, se llevd a cabo en México por
Castafién Olivares y colaboradores, el cual incluyé 72 aislamientos de 72 pacientes ingresados
desde 1994 a 2004 en tres hospitales de referencia en el Distrito Federal. Los aislamientos fueron
identificados sobre la base del tamafio de la capsula y la morfologia colonial en agar SDA. Las
pruebas de susceptibilidad in vitro revelaron que el 100% de los aislamientos fueron susceptibles a
ketoconazol, fluconazol (FLC), itraconazol, anfotericina B (ANB) y los 72 aislamientos resistentes a
caspofungina. La genotipificacion se realizd mediante la técnica de PCR fingerprinting en base a los
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criterios propuestos por Meyer y colaboradores; la frecuencia del genotipo se muestra en la
imagen 7.6. Todos los genotipos VN fueron aisladas de pacientes con SIDA y todos los genotipos VG
fueron aisladas de los pacientes que no padecian de SIDA. La identificacién de C. gattii de climas
medio seco y cdlido en México confirma eficazmente, una vez mas, que la distribucion de C. gattii
no se limita a las zonas tropicales y subtropicales como tradicionalmente se habia considerado.
Fuente: (Meyer, W. et al, Molecular typing of global isolates of Cryptococcus
neoformans var. neoformans by polymerase chain reaction fingerprinting and randomly
amplified polymorphic DNA-a pilot study to standardize techniques on which to base a detailed
epidemiological survey.Electrophoresis, 1999. 20(8): p. 1790-9 [En linea] recuperado de DOI:
10.1111/j.1567-1364.2006.00055.x)
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Imagen 7.6: Distribucion de los ocho tipos moleculares identificados en México. Fuente: (Olivares, L.R, et al. (2009), Genotyping of
Mexican Cryptococcus neoformans and C.gattii isolates by PCR-fingerprinting.Med Mycol,. 47(7): p. 713-21 [En linea] recuperado de
DOI: 10.3109/13693780802559031)

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL GENERO Cryptococcus.

Microscopicamente, la mayoria de los Cryptococcus aislados de especimenes clinicos
aparecen como levaduras esféricas encapsuladas en tejidos y cultivo de los mismos. El tamafo de
la cdpsula varia de acuerdo con la cepa y las condiciones de cultivo, estimando que en la mayoria
de los aislamientos tiene un tamano promedio de 20 um. Independientemente del tamafio, la
capsula esta formada principalmente por glucoronoxylomana, que basandose en su estructura
espacial y la proporcién de sus componentes, la nomenclatura convencional clasific6 a C
neoformans en cinco serotipos (A, B, C, D y el hibrido intra-variedad AD) y en tres variedades: C.
neoformans var. grubii (serotipo A), C. neoformans var. neoformans (serotipo D) y C. neoformans
var. gattii (serotipos B y C). En la ultima década, un numero de técnicas de biotipificacion han sido
usadas para conocer el genotipo de las levaduras y colaborar en el estudio de la epidemiologia de
la enfermedad que producen. Un resultado de esos estudios fue la elevacidn a nivel de especie de
C. neoformans var. gattii, basada en la variabilidad gendmica, la falta de evidencia para la
recombinacion genética entre C. neoformans y C. gattii, ademas de las diferencias ya conocidas en
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caracteres fenotipicos, habitat natural, epidemiologia, manifestaciones clinicas de la enfermedad vy
respuesta al tratamiento antifungico.

Imagen 7.7: Cryptococcus neoformans Fuente: (Bonifaz 1991)

Principalmente a través de los patrones obtenidos con la PCR-“huella digital”
(fingerprinting), generados con el iniciador “core” M13 y la amplificacion de fragmentos del gene
URA5 (generados por la doble digestion del gene con Sau961 y Hhal), se considera que las especies
C. neoformans-C. gattii forman un complejo integrado en ocho tipos moleculares o genotipos
principales:

C. neoformans var. grubii corresponde a los tipos moleculares VNI y VNII; C. neoformans var.
neoformans corresponde al VNIV y el serotipo AD corresponde al genotipo VNIII. C. gattii esta
integrado por cuatro tipos moleculares: VGI, VGII, VGIIl y VGIV, los cuales ha sido propuesto
tratarlos como taxones diferentes (variedades).

Aln falta por acordar si el recientemente descrito genotipo VNB, asociado a aislados clinico y
ambiental de Botswana, es realmente un genotipo independiente o debe ser considerado como un
subtipo del ya bien caracterizado genotipo VNII (Cuadro 7.3), asimismo, la situacion de identidad
genotipica es incierta para aquellos aislados hibridos intraespecificos correspondientes a los

Complejo
I

Cryptococcus
neoformans

|
[ . : .

g A AD ) D -
sl [ var. grubbi ‘ hibrido var, neoffommn B C

Genotipos | VNT | [VNIL| [vNmr| [ VNIV | | VGI ][\c,n]|u,1u||\un‘|

serotipos BD y AB.

—

Especies [ { Cn pm( occus gattii

Imagen 7.8: Representacion esquematica de la relacion y nomenclatura del complejo C. neoformans/ C. gatti Fuente: (Ngamskulrungroj,
P, et al, Genetic diversity of the Cryptococcus species complex suggests that Cryptococcus gattii deserves to have varieties.PLoS
One, 2009. 4(6): p. €5862 [En linea] recuperado de https://doi.org/10.1371/journal.pone.0005862)
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Cryptococcus neoformans.

Con algunas excepciones, C. neoformans normalmente infecta pacientes
inmunocomprometidos. Puede ser aislado del ambiente de cualquier lugar del mundo, es un
patégeno ubicuo y esta frecuentemente asociado con materias fecales aviarias, madera en
putrefaccion o suelo. La mayoria de los aislamientos de C. neoformans son var. grubii (serotipo A) y
en menor frecuencia var. neoformans (serotipo D). Una propuesta reciente es que esas variedades
deberian ser tratadas como especies diferentes debido a que han divergido lo suficiente (desde
hace 18 millones de afios) por lo que un apareamiento normal no puede ser posible, ademas de
que la comparacion de sus genomas muestra que, entre estas dos variedades, no existen
recientemente intercambios de ADN importantes. El serotipo A es responsable del 95% de todas
las infecciones causadas por C. neoformans en pacientes. Ha sido subdividido en tres tipos
moleculares: VNI (AFLP1), VNIl (AFLP1B) y VNB (AFLP1A). VNI es el tipo molecular mas comdun,
integrando el 78% de los aislados de C. neoformans. El grupo VNB, inicialmente restringido a
Botswana, recientemente ha sido recuperado de excrementos de palomas en Brasil y de pacientes
de Ruanda, Portugal y Brasil, lo que ha dividido al genotipo en tres subgrupos: VNB-A, VNBB vy
VNB-C. Las cepas serotipo A MATa (Aa) han mostrado ser mds patégenas que las cepas Aa. Es
interesante que el grupo VNB incluye una gran proporcién de aislados fértiles de MATa.

Las cepas serotipo D se encuentran en todo el mundo pero son prevalentes en areas con
climas templados, como las de los paises europeos, donde el 30% de los aislados pertenecen a este
serotipo. Esta distribucidn restringida puede ser debida al hecho de que las cepas del serotipo D
son mas sensibles a altas temperaturas. Se ha reportado que el serotipo D es menos virulento y
mas sensible al fluconazol que las células serotipo A. Las manifestaciones clinicas de las infecciones
humanas causadas por los serotipos A y D son similares. En modelos muridos, cepas Da son mas
virulentas que sus congénitas Da. El serotipo AD es el resultado de la fusién eventual entre cepas
serotipo A y serotipo D. Las cepas serotipo AD son relativamente comunes, un andlisis de
poblaciones ambientales y clinicas de C. neoformans en América del norte revelé que,
aproximadamente, el 75% de las cepas aisladas del ambiente son hibridos AD. Cepas AaDa han
sido reportadas como mas virulentas que las cepas AaDa y el genotipo hibrido AaDa ha sido
recientemente recuperado de EUA e Italia, confirmando el apareamiento entre sexos iguales a/a
dentro de la misma especie. Se postula que las cepas serotipo AD aisladas en el mundo tienen su
origen en Africa.
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Imagen: 7.9 Microscopia de barrido electronico de la imagen de un Cryptococcus neoformans aisladas de células gigantes de
los pulmones de ratones infectados en un estudio. La imagen representa una de las caracteristicas fenotipicas mas caracteristicas de las
células gigantes, que es la alta densidad de fibras de polisacaridos presentes en la capsula. Esta estructura presenta una red altamente
reticulada, que se acumula en una capa muy compacta en todo el cuerpo de la célula. Fuente: (Zaragoza et al.(2010) Fungal Cell
Gigantism during Mammalian Infection. PLoS Pathogens, published: -6-17, Doi: 10.1371/journal.ppat.1000945.)

Cryptococcus gattii.

Principalmente infecta a individuos sin defectos inmunoldgicos, aunque se han reportado
infecciones por C. gattii asociadas a pacientes con VIH-SIDA. Se considera que C. gattii es la causa
de criptococomas y tiene una menor sensibilidad a varios agentes antiflingicos, por lo que es
necesaria una terapia prolongada en el paciente y es causa de una tasa de mortalidad alta. Ha sido
consistentemente aislado de madera en descomposicion de varias especies de arboles,
especialmente de aquellas pertenecientes al grupo Eucalyptus spp.

Imagen 7.10: Microscopia electronica de barrido de Cryptococcus gatti Fuente: (EDMOND BYRNES AND JOSEPH HEITMAN,
DUKE DEPT. OF MOLECULAR GENETICS AND MICROBIOLOGY)

Se penso inicialmente que la distribucidn geografica de C. gattii estaba limitada a regiones
tropicales o sub-tropicales del mundo; sin embargo, estudios recientes y el reporte del brote en la
Isla Vancouver han revelado una distribucion mucho mds amplia de esta especie. Se considera que
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las cepas VGI (AFLP4) son las de mayor frecuencia mundial. Las cepas VGII (AFLP6) predominan en
regiones de Australia y EUA, el genotipo VGIII (AFLP5) en paises ibero-americanos y en la India,
mientras que el tipo VGIV ha sido asociado con infecciones en pacientes VIH positivos encontrados
en Sudafrica y en América Central. Hasta hace poco, C. gattii habia sido poco estudiado debido a
que solo representaba al 1% de las infecciones en los casos mundiales de Criptococosis; sin
embargo, el brote epidémico de criptococosis causado por C. gattii registrado en 1999 en la Isla
Vancouver (Columbia Britdnica, Canadd) ha estimulado la investigacion a detalle de este
organismo. En esta isla poco mas del 97% de los aislamientos criptococales se han identificado
como del tipo molecular VGII y el resto, VGI. En Columbia Britanica, entre los afios 2002 y 2006, el
promedio anual de la incidencia de criptococosis fue de 6.5 casos/millon y 27.9 casos/millon en Isla
Vancouver. Ademas de las infecciones humanas, la micosis ha sido diagnosticada en animales como
perros, gatos, caballos y marsopas; de hecho, los casos veterinarios han sido reportados de dos a
tres veces mas frecuentemente que los casos humanos. Esto significa que el hongo ha infectado a
mas de 176 individuos y se ha diseminado de Isla Vancouver a otras regiones del noroeste del
Pacifico de EUA y Canada. Dentro de los aislados VGII se han identificado dos subtipos: una forma
comun principal en aislados clinicos y ambientales (VGlla/AFLP6a, hipervirulento) 87% de los casos
humanos y el 78% de los veterinarios, y un tipo raro presentado en un aislado clinico y varias
muestras ambientales (VGllb/AFLP6b, virulento atenuado). El analisis de genealogia por MLST
(Multi Locus Sequence Typing) reveld que las cepas VGlla y VGIIb encontradas en Isla Vancouver
presentan genotipos similares o idénticos con otros aislados de otras partes del mundo, lo que
hace dificil asegurar y determinar un origen especifico. Las hipdtesis actuales son: 1) Las especies
han sido residentes en Columbia Britanica desde hace mucho tiempo (poblacidn ancestral) 6 2) Las
especies representan un genotipo particularmente virulento que pudo estar bien adaptado a
condiciones locales y ha sido introducido recientemente a Columbia Britdnica.

Después de examinar 30 alelos de cepas VGlla y VGIIb de la Isla Vancouver, se observé que
muestran 14 loci idénticos y se hipotetiza que los aislamientos VGlla podrian ser el resultado de un
apareamiento del mismo sexo (a/a), entre un aislamiento VGIIb y un segundo aislamiento VGII
desconocido, en transito en Australia o en el Pacifico noroeste; sin embargo, se ha revelado que
desde 1986 han sido recuperados aislamientos VGlla y VGllIb en América del Sur, sugiriendo que
estos genotipos han estado presentes desde hace mucho tiempo en América, mas que haber sido
el resultado de una recombinacion reciente.

En cuanto a las técnicas micoldgicas, es necesario inciar con una observacion en fresco de
la muestra con tincion de Gram, otra preparacién con tinta china para poner en evidencia la
capsula del hongo y una mas si es posible con tincidn de Kinyoun.

El siguiente paso en la identificacidn es la inoculacidn de la muestra en medios de cultivo,
para ello se emplea Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), Agar Semilla de girasol, Agar Niger y Agar L-
Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB) y Urea de Christensen.
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Imagen 7.11: A) Micrografia de C. neoformans; B) Crecimiento de C. neoformans en Agar SDA en botella; C) Crecimiento de C.

neoformans en placa de Agar SDA. Fuente: (Castilla vega N (2010), “FENOTIPIFICACION Y GENOTIPIFICACION DEL

COMPLEJO Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattiEN AISLAMIENTOS CLINICOS DEL NORESTE DE MEXICO”, [En
linea] recuperado de https://docplayer.es/62422752-Universidad-autonoma-de-nuevo-leon-facultad-de-medicina.html)

Imagen 7.12: a) Cultivo de C. Gatti; b) Cultivo de C. neoformans. C. neoformans'y C. gatti producen una capsula mucopolisacarida
que les confiere el aspecto macroscopico mucoide cremoso. La capsula en el huésped infectado puede llegar a ser muy voluminosa
con un diametro mayor que el de la propia levadura. En cambio en cultivo y luego de realizar varias resiembras de la misma
cepa en medio SDA, la céapsula disminuye sutamafio y puede llegar a perderse. Fuente: (Castilla vega N (2010),
“FENOTIPIFICACION Y GENOTIPIFICACION DEL COMPLEJO Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattiiEN
AISLAMIENTOS CLINICOS DEL NORESTE DE MEXICO”, [En linea] recuperado de
https://docplayer.es/62422752-Universidad-autonoma-de-nuevo-leon-facultad-de-medicina.html)
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Imagen 7.13: C. neoformans produce un pigmento marron en el Agar Semilla de girasol a temperatura ambiente debido a la actividad
Fenol Oxidasa localizada en la pered celular de este hongo. Ninguna otra especie de este Género ni otras levaduras, poseen esta propiedad
Fuente: (Arenas 2014)

Imagen 7.14: Este medio se caracteriza porque su tnica fuente de carbono y nitrégeno son la glicina y L-canavanina, un aminoéacido no
proteico. Este medio permite discriminar entre las especies C. gatti y C. neoformans. La primera es capaz de crecer utilizando la glicina
como fuente de carbono y no es sensible a la L-canavanina. Al producir amoniaco como residuo de la asimilacion de la glicina se produce
un cambio de pH en el medio y el azul de bromotimol vira de amarillo a azul. En cambio C. neoformans es sensible al L-canavanina,
excepto el serotipo A que es capaz de asimilar la glicina aproximadamente un 20% [28], pero el crecimiento es minimo y no es suficiente
para que se produzca un cambio de pH. Se realiza la siembra en el medio y se incuba a 30 °C durante 24-48 horas Fuente: (Arenas 2014)

PRODUCCION DE UREASA

Se basa en la capacidad de producir la enzima ureasa, la cual desdobla la urea en didxido
de carbono y amonio, incrementando el pH del medio y produciendo un cambio de color rojo —
purpura en el indicador rojo de fenol.

Procedimiento
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Se utiliza el medio de Christensen, en el cual se inocula una asada de la levadura en estudio. Los
medios se incuban a 37 2C du rante 6 h o0 a temperatura ambiente durante tres dias.

INTERPRETACION:

La prueba se considera positiva cuando se alcaliniza el medio lo que produce un cambio de color
original (amarillo) a rosa o rojo.

Una reaccion positiva a la prueba ureasa es sugestiva de pertenecer al género Cryptococcus, la
cepa de C. neoformans son productoras de ureasa.

Imagen 7.15: C. neoformans y otros Cryptococcus spp e incluso otras levaduras produce ureasa y otras especies del genero Candida no la
producen. El medio Urea contiene Rojo de Fenol, que vira a color Rojo cuando de Hidroliza la Urea y libera amonio alcalinizando el
medio de cultivo Fuente: (Arenas 2014)

HISTOPATOLOGIA

Criptococosis: Es una micosis oportunista causada por una levadura encapsulada:
Cryptococcus neoformans, se adquiere por via inhalatoria, iniciando la infecciéon pulmonar en 90%
de los casos, pero tiene afinidad particular por el sistema nervioso central. Es una infeccién
oportunista, de evolucion subaguda, crénica o rara vez aguda, La fuente natural mas importante de
C.neoformans son las excretas desecadas de aves como palomas, en las heces desecadas
permanece viable por un periodo de hasta dos afos, aislandose en las mismas y desechos
acumulados, en los nidos de palomos como asi como aticos, cupulas, cornisas, y aleros.

La lesién pulmonar es inespecifica y muchas veces pasa inadvertida. A partir del foco
pulmonar puede haber diseminacion linfohematogena. Por razones aun desconocidas C.
neoformans es extremadamente neurotropico, por lo que la forma clinica mas comun de
criptococosis es la cerebromeningea.

Menos frecuentemente puede presentarse en otros dorganos como parte de la
diseminacion tales como en piel, hueso, rifién.

En individuos inmunodeficientes casi no hay reaccidn tisular y los drganos afectados,
principalmente el cerebro, muestran cavidades llenas de hongos con aspecto mucoide. En
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individuos inmunocompetentes C.neformans provoca una inflamacidn mixta supurativa y
granulomatosa con grados variables de necrosis.

Las lesiones pulmonares residuales inactivas de criptococosis estan constituidas por tejido
fibroso denso con muy escasos parasitos dificilmente reconocibles.

Imagen 7.16: Cortes histologicos de la muestra tomada del paciente por puncion biopsia guiada por tomografia computada. Las imagenes
A, Cy E son con un aumento de 40x y las imagenes B, D y F con 400x. En la muestra de tincion de hematoxilina y eosina (A'y B) se
evidencian numerosas levaduras redondeadas, capsuladas e intracelulares. Las mismas resultan negativas en hematoxilina y eosina (A'y
B), e intensamente positivas para PAS (Periodic Acid-Schiff) (C y D) y Grocott (E y F). Fuente: (Pereira-Duarte]l M, Camino G, Estefan

M (2019) Criptococosis vertebral. Comunicacion de un caso y revision bibliografica Rev. chil. infectol. vol.36 no.5 [En linea] recuperado
de http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182019000500656 )

Auxonograma y zimograma: Ver anexo 6
PRODUCCION DE MELANINA:

Se realiza la siembra en medio Staib o L-Dopa. La gran mayoria de las cepas del género
Cryptococcus son capaces de producir melanina y forman colonias de color marrdn al crecer en
este medio. Este parametro se tiene en cuenta pero no es decisivo para la identificacion de la
especie. Se incuba a 30 2C durante 24 horas hasta una semana, dependiendo de la cepa.

148



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia SCCA, 2022

Imagen 7.17: Siembra en medio Staib de C. gartii CCA232. Colinas marrones, indican cepas productoras de melanina. Fuente: (Arenas
2014)

Material

Por persona:

1.- Bata blanca

2.- Plimon indeleble

3.- Guantes de Latex

4.- Lentes de seguridad

Por Equipo:

1.- Caja de Agar Niger

2.- 2 Tubos con Urea de Christensen

3.- Cultivos en tubo SDA de especies casuales de esta enfermedad ( seleccionadas por el asesor)
4.- Reactivos para Tincion de Gram

5.- Tinta china color Azul o Negra

6.- Laminillas fijas en cerebro de raton tefiidas con PAS
7.- 1 Tubo de 10 mL de Agua destilada

8.- Cepa de Candida albicans, Criptococcus neoformans y Rhodotorula spp
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METODOLOGIA

Realizar tincion de tinta china a
C. neoformans y tincion de
Gram a C. albicans.

Observar al microscopio.

Anotar
Observaciones

Laminillas con
muestra inactivar
en Autoclave 1217
C/30°/150h,
desechar en bolsa
de desechos
bioldgicos

Cepa de Candida albicans, C. neaformans

v Rhodotorula spp

Sembrar en Agar Niger las cepas
dividiendo la caja en 3 partes e
incubar por 3 dias a 30°C.

Anotar
Observaciones

Cajas con Agar
inactivar en
Autoclave 121"
C/30° 150N,
desechar en bolsa
de desechos
bioldgicos

uno para C. neaformans y otro
para C. albicans. Incubar por 3
dias 30°C.

Anotar
Observaciones

Cajas con Agar
inactivar en
Autoclave 121°
Cr30150h,
desechar en bolsa
de desechos
hiolagicos
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ASPERGILOSIS

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza pudiéndose aislar de una gran variedad de substratos. Gracias a la facilidad de
dispersion de sus conidios y a su pequefio tamafo, éstos pueden permanecer en suspension en el
ambiente durante un largo periodo de tiempo, por lo que el hombre se encuentra expuesto
constantemente a su inhalacion. En los ultimos afios se ha producido un notable incremento en las
infecciones fungicas nosocomiales. Diferentes especies del género Aspergillus son una causa
frecuente de micosis invasivas, normalmente fatales, en pacientes inmunocomprometidos en los
paises desarrollados. Aunque Aspergillus fumigatus es el agente etioldgico mas comun, otras
especies del género como Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger y Aspergillus
nidulans (Emericella nidulans) se consideran también responsables de infecciones invasivas. De
forma mucho mds esporddica, se han citado también otras especies como Aspergillus candidus,
Aspergillus clavatus, Aspergillus restrictus, Aspergillus sydowii y Aspergillus ustus entre otras.

La identificacion hasta nivel de especie de estos hongos es cada vez mas importante, ya
que algunas especies de Aspergillus pueden presentar una mayor virulencia y una respuesta
distinta a la terapia antifungica. A continuacion se revisa de forma resumida la taxonomia del
género Aspergillus y las caracteristicas de las especies implicadas con mayor frecuencia en la
aspergilosis nosocomial.
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Aspergilhis fumigatus (339516473)
Aspergilhis fumigatus (344030763)
Aspergillus fumigatus (333034981)
Aspergillus fumigatus (40217043 5)
Aspergillus finnigatus (329458308)
Aspergillus furmigatus (283510355)
Aspergillus finnigatus (399240802)
Aspergilhis fimmigatus (3 10947 505)
Aspergilhis fumigatus (332693 104)
Aspergilhus fumigatus (320458332)
Aspergillus fumigatus (320458323)
AspITSIF
Aspergillus fumigatus (386685951)
| Aspergilhis fumigatus (180096701)
Aspergillas finnigatus (152212110)
Ewrotiomycetes (387352420)
Euretiownycetes (387352419)
Aspergilhs fumigatus (44257 1801)
Aspergillus furmigatus (110178817)
18| |Aspergillus fumigatus (44257 1800)
— |Aspergillus fimnigatus (152212 109)
Eurotiomycetes (3873 52407)
Eurotiomyces(387352413)
Aspergillas frmmigatus (310947 503)
Aspergillus fumigatus (451774927)
Euretiomycetes (387352322)
1,4:;&'}'5'!'[&:9 fischeri (312434475)

i
2

Aspergillus fischeri (34809375)
Aspergillus fischeri (7 1061071)
Aspergillus fischeri (161408456)
Asperqillus fischeri (152212114)
Aspergillus fischeri (152212150)
Aspergillus flavas(91694779)
8r Aspergilus oryzae (422036176)
a1 Aspergillus oryzae (422036173)
Aspergillus oryzae (§3775367)
160 Aspergillis oryzae (254681488)
Aspergilhes flavus (4348607 54)
Aspergillus flavus (330897 167)
Aspergillus flavus (386685698)
Aspergillus oryzae (410178534}
Aspergillus oryzae (329458342)
Aspergillus flavus (410178835)

Penicillivrm (2698517 6)
o3 Penicilfium (395394860)
Penicillivan (291498471}
Tl Penicilliian (525469659)
Penicilliim (119874538)

Penicillium (256016326)

Aspergilhis nidulans (2376260100
Aspergillus nidulans (237 626008)
Asprergilhus nidulans (237626009)
Aspergillus nichilans (21666933)
Aspergiilus midulans (21666939}

Imagen 8.1: Arbol filogenético obtenido del analisis de la secuencia Internal Transcribed Spacer (ITS) de Aspergillus sp. Fuente: (Tellez,
A,Ernesto A, Favela-Torres & Anducho-Reyes et al. (2018). Revista Mexicana de Ingenieria Quimica. Revista Mexicana de Ingenieria
Biomedica. 17.)

TAXONOMIA DEL GENERO Aspergillus:

La taxonomia es una disciplina dindmica y esto conlleva la realizacién de cambios en la
nomenclatura que no siempre son de facil comprensidon. Recientemente, se han producido
importantes cambios en la taxonomia de Aspergillus spp y sus teleomorfos. Desde 1965, el texto
por excelencia sobre el género ha sido "The genus Aspergillus" de Raper y Fennell. En esta
monografia se aceptaban 132 especies subdivididas en 18 grupos. Samson realizé una recopilacion
de las especies y variedades descritas posteriormente, con una revisidn critica sobre la validez de
los taxones publicados. La sistematica actual de Aspergillus se ha visto enormemente influida por
los trabajos presentados en dos reuniones cientificas dedicadas exclusivamente a los géneros
Penicillium vy Aspergillus. En ellas se realizaron importantes contribuciones multidisciplinares a la
taxonomia del género, y en especial se revisé su nomenclatura siguiendo las normas del cédigo
internacional de nomenclatura botanica (ICBN). La monografia de Raper y Fennell presentaba
serios problemas de adecuaciéon a dicha normativa, ya que no se habia tenido en cuenta la
prioridad de los nombres mas antiguos y las especies nuevas descritas no estaban tipificadas. Los
nombres utilizados fueron tipificados por Samson y Gams y Kozakiewicz. Ademas, la clasificacidon
infragenérica en grupos no es aceptada por el ICBN, por lo que Gams et al. reclasificaron el género
y lo dividieron en 6 subgéneros, cada uno de los cuales dividido a su vez en una o mas secciones
que se corresponden con los grupos descritos por Raper y Fennell. Por ultimo, muchas especies del
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género Aspergillus presentan un teleomorfo dentro de los ascomicetos, pero Raper y Fennell
retuvieron el nombre Aspergillus tanto para el teleomorfo como para el anamorfo, en
contraposicion con el articulo 59 del ICBN. Gams y Samson y Kozakiewicz se encargaron de realizar
los cambios necesarios para su adecuacion. Aunque una de las normas de nomenclatura es que
tengan prioridad los nombres de los sindnimos mds antiguos, su estricta aplicacidn en el género
Aspergillus implicaria sustituir algunos nombres que son ampliamente utilizados. Con el fin de
proteger los nombres en uso, la Comisién Internacional de Penicillium y Aspergillus, que depende
de la Divisién de Micologia de la "International Union of Microbiological Societies" (IUMS), elaboré
una lista de 186 especies de Aspergillus y 72 teleomorfos con el anamorfo Aspergillus, que fue
presentada en el "XV International Botanical Congress" celebrado en Tokio en 1993. Aunque
formalmente no pudo ser aprobada, se recomienda encarecidamente a los taxénomos no adoptar
nombres distintos a los de la lista. Caracteristicas morfoldgicas del género Aspergillus, Aspergillus
es un género mitospdrico que se caracteriza por la produccion de hifas especializadas,
denominadas conidiéforos, sobre los que se encuentran las células conidiégenas que originaran las
esporas asexuales o conidios. El conididforo caracteristico de Aspergillus, aunque es una estructura
unicelular posee tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipe (seccion
cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, a veces separada por un septo,
gue une el conidiéforo con el micelio). Sobre la vesicula se disponen las células conidiégenas,
denominadas habitualmente fidlides. En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se
encuentran otras células denominadas métulas. Las cabezas conidiales que sdélo presentan fidlides
se denominan uniseriadas, y las que presentan fidlides y métulas, biseriadas. Algunos autores
propusieron un cambio en la nomenclatura de las estructuras morfoldgicas de Aspergillus. Asi, se
recomienda sustituir los términos "vesicula", "estipe" y célula pie" por "apice hinchado", "parte
media" y "parte basal" del conidiéforo respectivamente, ya que se trata de tres partes de una
misma estructura. Los términos "fidlide" y métula" se recomienda que sean sustituidos por "célula
conididgena" y "célula que soporta la célula conidiégena" o simplemente "célula soporte",
respectivamente. Aunque dichas propuestas se recogen en la ultima edicién del Ainsworth and
Bisby's Dictionary of the Fungi, no parecen haber tenido mucha aceptacion, ya que la mayoria de
investigadores contintan utilizando la terminologia tradicional Fuente: Sampson (1996)

Ademas de la importancia que tienen en la naturaleza como recicladores de material
orgdnico, los hongos del género Aspergillus tienen capacidad de causar enfermedad por diferentes
mecanismos y dentro de un mismo drgano, ocasionar diferentes variedades clinicas de lesion
(polimorfismo lesional), a continuacidn, se describan los mecanismos de dafio mas importantes y
los cuadro clinicos mas frecuentes.

MECANISMOS DE DANO DE Aspergillus:
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Imagen 8.2: Aspergillus Fuente: (de Hoog et al. (2000, 2015)

1. Hipersensibilidad. Esta puede ser congénita y en estos casos Aspergillus sélo actia como
lo harian otros antigenos ambientales, por ejemplo, polvo o pdlenes ocasionando desde una rinitis
alérgica, hasta un asma crénico severo, los pacientes tienen concentracion elevada de IgE. En otros
casos, las personas pueden hacerse hipersensibles a los hongos de este género, si trabajan en sitios
con altos niveles de contaminacion por el agente, como puede ocurrir en los silos donde se
almacenan granos en malas condiciones de humedad y temperatura, en estos casos se incrementa
la concentracién de IgG.

Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus Aspergillus nidulans

R

Tl

Aspergillus flavus Aspergillus niger
Imagen 8.3: Morfologia colonial en medios de las diferentes especies de Aspergillus.Fuente: (Arenas 2014)

2. Intoxicacion (micotoxicosis). En estos casos, substancias como las aflatoxinas producidas
durante el crecimiento de varias especies como: A. flavus, A. ochraceus o A. fumigatus, cuando se
desarrolla sobre alimentos de tipo vegetal, se integran a éstos, y al consumir dichos productos
pueden causar dafios a diversos drganos, esto ocurre, aun cuando al momento de la ingesta de
estos productos, el hongo ya no esté presente.
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DON (Deoxinivalenol) NIV (Nivalenol)

Imagen 8.4: Ejemplo de 5 micotoxinas Fuente: http://blog.cromlab.es/analisis-de-micotoxinas-en-cereales/

Se ha demostrado el potencial hepatotdxico y cancerigeno de muchos metabolitos como las
aflatoxinas y ocratoxinas de diversas especies de Aspergillus; y otras como la gliotoxina en estudios
de laboratorio ha mostrado tener un efecto inmunosupresor.

3. Invasién. Aspergilosis, el sufijo osis enfermedad o invasion. Este término es el empleado
para referirnos a la invasion de cualquier tejido por una o varias especies de este género. Aunque
como se mencioné previamente, estos hongos producen diversas enzimas y tienen varios
mecanismos de evasidn de la respuesta inmune, las Aspergilosis humanas generalmente requieren
de factores predisponentes. En las siguientes paginas abordaremos brevemente las principales
infecciones.
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Localizacion Factores predisponentes
Aspergilosis alérgica Pacientes hipersensihles fgue
habitualmente sintetizan gran cantidad de
IgE. También |a pueden presentar como
enfermedad laboral persanas que trabajan
en sifios altamente contaminados con
Aspergilius spp., en ellos se eleva la IgG
especifica contra estos hongos
Aspergiloma pulmonar Cavidades pre-existentes  como  [as
causadas por la tuberculosis o funcionales
V. bronguiectasia
Aspergilosis pulmonar invasiva Leucemia, trasplantes de médula 6sea u
frganns  sdlidos, tratamients para el
cancer, esteroides de alfa potencia por
periodos prolongados

Clueratitis Lesiones comeales con  materiales
contaminados y uso de antiinflamatarios

Cutanea Quernaduras, abrasiones exensas de la
piel

Senos paranasales Vivir en zonas de clima topical e
infecciones bacterianas frecuentes

Ctitis externas Pacientes con prétesis auditivas, personas

fque practican natacién con frecuencia o
que habiten en regiones con gran humedad
v temperatura elevada (clima tropical)

Ctros drganos Hahitualmente son secundarias a ofro foco
de aspergiosis y generalments son muy
(raves

Imagen 8.4: Localizacion de las Apergilosis y factores predisponentes.Fuente: (T. Uribarren (2011); Micologia Aspergillosis
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/micologia/aspergilosis.html

4. Colonizacion. Las masas fungicas densas llamadas aspergilomas se desarrollan en las
cavidades naturales del cuerpo humano como son los senos nasales, o el conducto auditivo
externo de las personas sanas, pueden ser colonizadas por colonias de Aspergillus spp. También,
en cavidades pulmonares patoldgicas formadas por enfermedades infecciosas como la
tuberculosis, la histoplasmosis o coccidioidomicosis, los hongos de este género pueden
desarrollarse de manera masiva y formar una masa tumoral compuesta de micelio fungico que en
ese caso recibird el nombre de Aspergiloma pulmonar.

FORMAS CLINICAS:
ASPERGILOSIS PULMONAR.

En este grupo tenemos dos tipos de patologia, la primera se presenta en personas con
cavidades reales o virtuales y se denomina aspergiloma; la segunda, ocurre en pacientes con
inmunosupresién severa y se denomina aspergilosis pulmonar invasiva.

ASPERGILOMA.

Con este término se refiere la formacién de una masa flngica en los pulmones de personas
gue tienen cavidades formadas previamente sin la participacién de Aspergillus. Esto es, puede
tratarse de pacientes que tiempo atras sufrieron una tuberculosis de la que incluso pueden haber
sanado, sin embargo, si por accidente conidias de Aspergillus se depositan en la cavidad, entonces
el hongo formard una masa fungica que ocupard todo el espacio existente y posteriormente puede
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ocasionar inflamacién y erosidon de las paredes de la cavidad que se manifestaria clinicamente
como hemoptisis. En las radiografias o tomografias se observard una masa redonda u ovoide en

campos pulmonares que no presenta niveles hidro-aéreos.

W |

Imagen 8.5: Aspergilosis Pulmonar Fuente: (Dominio publico)

ASPERGILOSIS PULMONAR INVASIVA.

Se presenta en pacientes con inmunosupresion severa como son los leucémicos,
cancerosos o personas con tratamiento esteroideo de larga duracién, en estos enfermos los
macrofagos alveolares son incapaces de eliminar las conidias que, aunque en escasa cantidad
habitualmente llegan a las vias respiratorias inferiores, entonces, éstas se desarrollan formando
filamentos dentro del parénquima pulmonar provocando multiples focos invasivos generalmente
pequefios pero diseminados. Los pacientes presentan sintomatologia de una neumonia: disnea,
tos, hipertermia y diaforesis. En las placas de rayos x, se observan infiltrados diseminados no
caracteristicos.

Imagen 8.6: Aspergilosis pulmonar invasora. Corte histoloégico que demuestra infiltracion de la pared de un vaso sanguineo pulmonar
trombosado por Aspergillus. H&E (400x).Fuente: (Hernandez E,Grande E, (1999) Habana, Aspergilosis pulmonar invasora en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida [En linea] recuperado de
https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Aspergilosis-pulmonar-invasora-Corte-histologico-que-demuestra-infiltracion-de fig2 242
685963).
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ASPERGILOSIS CUTANEA:

Generalmente se presenta en pacientes con quemaduras de 22 o 3er grado en quienes el
area afectada denudada, con restos celulares y exudado rico en proteinas, carbohidratos y lipidos
se convierte en un excelente medio de cultivo para conidias del ambiente que puedan caer y
desarrollarse. En estos pacientes el prondstico es bueno ya que la infeccidon desaparece utilizando
simplemente medidas higiénicas. En algunos pacientes las infecciones cutaneas se presentan por
diseminacion por via sanguinea de infecciones en otros sitios, en ellos, la infeccidn generalmente
es grave y muchas veces mortal.

Imagen 8.7: Aspergilosis cutanea primaria de origen nosocomial por Aspergillus fumigatus en punto de insercién de catéter venoso en
nifo con leucemia linfoide aguda. Fuente: (Revista Iberoamericana de Micologia 2003 [En linea] recuperado de
http://aspergilosis.reviberoammicol.com/13.pdf)

SINUSITIS:

Se presenta en pacientes con infecciones bacterianas frecuentes, se asocian al uso de
antiinflamatorios o vasoconstrictores topicos o sistémicos combinados con antibacterianos de
amplio espectro. También pueden ocurrir en personas sin factor predisponente personal, pero que
habiten en dreas con clima tropical. La sintomatologia es la de un cuadro tipico de sinusitis con
hipertermia, cefalea, dolor de la cara, sensacién de pesadez de la cabeza, conjuntivitis y rinorrea. El
tratamiento en estos casos ademas del antimicético puede requerir de una limpieza quirdrgica. En
algunos pacientes hongos de este género pueden desarrollarse formando verdaderas masas
tumorales (Aspergilomas) en los senos nasales o paranasales. En estos casos ocasionan lesiones
destructivas y en las piezas quirurgicas es posible observar los micelios muchas veces combinados
con conidias.
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Imagen 8.8: Sinusitis por Aspergillus https://vitae.ucv.ve/?module=articulo&rv=108&n=4821&m=2&e=4839

OTITIS EXTERNAS

Generalmente hay el antecedente de uso de protesis auditivas, las que ocluyen al conducto
auditivo externo (CAE) forman un nicho de elevada temperatura y humedad propicio para el
desarrollo de Aspergillus spp. Los pacientes refieren hipoacusia y prurito. La exploracién clinica
asistida con otoscopio generalmente muestra el CAE revestido por una colonia del agente causal.
La eliminacién de la infeccion puede dificultarse si no se retira la prétesis al menos temporalmente.

Imagen 8.9: Tipica apariencia de una otitis moderadamente grave en el canal auditivo externo. Los puntos negros son colonias de A. niger
esporulando Fuente: (J.D. Osguthorpe, 2006 Am Fam Physician).

OTROS ORGANOS

Los hongos de este género tienen capacidad de invadir cualquier drgano como: corazon,
rifién, higado o piel. Estos pacientes generalmente presentan una inmunosupresion severa y
pueden morir a consecuencia de la micosis.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO MICROBIOLOGICO

Si hay exudados se debe hacer examen directo, frotis y cultivo. El examen directo aclarado
con hidréxido de potasio o tefiido con un colorante simple, en ocasiones permite visualizar las hifas
hialinas y septadas o también las cabezas aspergilares. En el frotis tefiido con Gram, observamos
los filamentos septados de aproximadamente 5 a 7 UM de didmetro, ramificados en dangulo de 459.
Las estructuras micdticas, generalmente se tifien de manera irregular. Aunque los especimenes
deben sembrarse en medio de agar dextrosa Sabouraud (ADS) simple y ADS con antibidticos, este
género de hongos es sensible a la Cicloheximida, por lo que sélo se desarrolla sobre ADS simple. El
estudio Macroscdépico y Microscopico de las colonias generalmente permite identificar a los tres
principales agentes de esta infeccién que son: A. fumigatus, A. niger y A. flavus.

HISTOPATOLOGIA:

Los tejidos afectados por Aspergillus, presentan filamentos septados, tortuosos, de
aproximadamente 5 um de didmetro. Presentan ramificaciones en angulos cercanos a los 459.

El tejido puede presentar zonas de necrosis debido a la obstruccion vascular causada por
los filamentos del hongo.

Imagen 8.10: Histopatologia por Aspergillus. Hifas morfologicamente compatibles con Aspergillus spp. localizadas en: (a) Mucosa
traqueal (flecha azul apuntando la micelio radiado). Tinciéon de metenamina de plata de Grocot. (b) Piscinas coloidales en tiroides.
Tincion de metenamina de plata de Grocott. (c) Mucosa gastrica. Tincion de Acido peryodico de Schiff (PAS). (d) Insterticio de corteza
renal (circulo azul indicando el grupo de hifas). Tincion de Acido peryodico de Schiff (PAS) Fuente: (SALAZAR M, Miguel Fernando y
RECINOS CARRERA, Elio German. Aspergilosis diseminada: hallazgos postmortem en un caso de sepsis materna. ;Es el embarazo un
estado de inmunosupresion?. Rev. Fac. Med. (Méx.) [online]. 2013, vol.56, n.6 [citado 2020-03-30], pp.24-32. Disponible en:
<http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0026-17422013000900004&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 2448-4865)

INMUNOLOGICO:

En pacientes con inmunidad normal, o bien, pacientes alérgicos podemos buscar
anticuerpos. Existen pruebas de precipitaciéon en gel donde la presencia de una o mas bandas de
precipitacidon, se consideran diagndsticas. La técnica de ELISA es también un buen método
inmunoldgico para detectar anticuerpos especificos. En los pacientes con inmunosupresién grave
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como los trasplantados o los cancerosos, la posibilidad de detectar anticuerpos aun por las
técnicas mas sensibles es variable, en estos enfermos, es mas factible detectar antigenos. En
Europa y EUA, se dispone de técnicas como electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que
permiten detectar un anticuerpo de 58 kD que une concanavalina. En pacientes con aspergilosis
invasiva se detectan hasta ocho antigenos diferentes en la orina por medio de immunoblotting.

No. 1 No.2 No. 3
— rer—
200 kDa '“"q
|
unspecific bands
(high molecular weights)
“
L v
30kDa ——» = 3 o
specific bands 22 kD
(low molecular weights) a » 4 - 2 4 P g
18-20 kDa ——» 4 1 —
16 kDa —» -2
Immunoblot testing -+ - - - C+
ELISA ftiter (1: dilution) 2,048 256 128 8.192

Imagen 8.11: Inmunoblotinng de Aspergillosis invasiva.Fuente: (Desoubeaux, G, Le-Bert, C, Fravel, V, et al (2017). Evaluation of a
genus-specific ELISA and a commercial Aspergillus Western blot IgG R immunoblot kit for the diagnosis of aspergillosis in common
bottlenose dolphins (Tursiops truncatus). Medical mycology. 56. 10.1093/mmy/myx114.

Otro antigeno que se detecta por ELISA y que en los ultimos afios ha despertado gran
interés es la B-1-3 glucana. En un estudio demostré su utilidad en 37 de 41 casos con Aspergilosis
comprobada y los valores estuvieron por debajo del valor de corte en 59 pacientes con fiebre por
otras causas diferentes a la aspergilosis. Actualmente se utiliza la prueba de aglutinacidn de latex
sensibilizado, que de acuerdo a diversos grupos de investigadores tiene una sensibilidad de 68%.
Técnicas moleculares Debido a la dificultad que representan detectar antigenos o anticuerpos
contra Aspergillus spp, desde 2002 se ha intentado hacer diagndstico molecular. En los primeros
ensayos se utilizaba la ampliacidon por PCR de subunidades ribosomales altamente conservadas en
hongos filamentosos, incluido el género Aspergillus. Recientemente se ha logrado secuenciar un
fragmento de DNA de A. fumigatus de un kb, con este primer se ha logrado detectar Aspergilosis
de manera temprana. Una limitante a estas técnicas son los falsos positivos, que de acuerdo a
diversas publicaciones puede ser hasta de 25% de los casos

Tablal: Especies de Aspergillus

Especie | Descripcidon macroscdpica | Descripcion microscépica
A. fumigatus | |
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A. flavus

terreus

Fuente: Fuente:
https://microbeonline.com/aspergillus-fumigatus-c

haracteristics-pathogenesis-diagnosis/
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 50 mm en una semana.
- Topografia: Lisa y expansiva.

%20fumigatus.html

Fuente:
http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/02/a
spergillus-flavus.html
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 60 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.
- Textura: Desde lanosa a arenosa.
- Color: Verde brillante; ocasionalmente
amarillo-marrén.
- Reverso: Color crema.
Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%?20flavus.html

SCCA, 2022

https://microbeonline.com/aspergillus-fumigatus-charact
eristics-pathogenesis-diagnosis/
Aspecto microscopico:
Caracteristicas predominantes: Conididforos

vesiculares; conidias pequefias y muy numerosas, masa
- Textura: Desde pulverulenta a como el fieltro. de esporas en forma de columna.
- Color: Verde-azulado, a menudo con un margen - Conididforo: Corto, vesiculas en forma de pera, no
blanco. tienen métula; fidlides agrupadas o apifiadas con la
- Reverso: Color crema. punta hacia arriba cubriendo unicamente los 2/3 de la
Fuente:

vesicula; en algunos aislamientos las fialides tienen un
color ligeramente marron.
- Caracteristicas de las conidias: Redondas, 2,5-3,5 um
de diametro; superficie ligeramente rugosa. - Variantes
morfologicas: Colonia blanca: corresponden a

aislamientos que no esporulan o lo hacen escasamente; a
menudo el desarrollo de las células conidiogenas es
aberrante.

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20f
umigatus.html

Fuente:
https://www.quironsalud.es/blogs/es/alergologia-infantil
/cuales-alergias-hongos-comunes
Aspecto microscopico:
Caracteristicas predominantes: Numerosos conidioforos
vesiculares; conidias relativamente grandes.
- Conidi6foro: Rugoso; vesiculas globosas con esporas
distribuidas en forma de columna o radiada; en algunas
cabezas las fialides nacen directamente de la vesicula y
en otras nacen en métulas.
- Caracteristicas de las conidias: De redondas a
elipsoides, 3-6 pm de diametro; lisas o finamente
rugosas.
Fuente:

avus.html
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Fuente:
http://www.life-worldwide.org/esp/fungal-diseases
/aspergillus-terreus
Aspecto de la colonia:

- Diametro: 40 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.
- Textura: De aterciopelada a arenosa.
- Color: Marrén canela.

- Reverso: De amarillo a marrén palido.
Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%?20terreus.html

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20t
erreus.html
Aspecto microscopico:

- Caracteristicas predominantes: Marron palido, cabezas
con masa de esporas en forma de columna; conidioforos
vesiculares con la cabeza en forma de abanico.

- Conidioéforo: Liso e incoloro; vesiculas con forma de
media esfera con métulas cilindricas y largas de las que
salen fialides que cubre los 2/3 superiores de la
superficie.

- Caracteristicas de las conidias: Redondas y lisas, 2 um
de diametro.

- Caracteristicas de las clamidiosporas: De pared gruesa,
ovales, incoloras; pueden producirse a lo largo de hifas
vegetativas sumergidas.

Fuente:

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20t

erreus.html

A. niger

Fuente:
https://www.pinterest.com.mx/pin/8227514256472
39446/
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 60 mm en una semana.
- Topografia: Liso, a menudo con pliegues
radiales.

- Textura: Arenosa.
- Color: Micelio desde el blanco al amarillo,
cubriéndose paulatinamente de cabezas
esporuladas de color negro o negro-purpura.
- Reverso: Color crema.
Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus

%20niger.html

Fuente:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aspergillus n
iger-awamori.jpg
Aspecto microscopico:

- Caracteristicas predominantes: Cabezas negras, largas
y esporuladas, conidias negras
- Conidioforo: Incoloro, liso y de pared gruesa;
vesiculas largas y redondeadas con métula y fialides que
cubren toda la superficie.
- Caracteristicas de las conidias: De redondas a ovales,
2,5-10 pm de diametro; superficie rugosa.

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20n
iger.html
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A. nidulans

Fuente:
https://alchetron.com/Aspergillus-nidulans
Aspecto de la colonia:

- Diametro: 30 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.

- Textura: Desde aterciopelada a pulverulenta.
- Color: Micelio verde oscuro que termina
desarrollando zonas amarillentas.

- Reverso: De color rojo oscuro a purpura.
Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%20nidulans.html

Fuente: https://alchetron.com/Aspergillus-nidulans
Aspecto microscopico:

- Caracteristicas predominantes: Conidiéforo pequefio y
vesicular; ascocarpos grandes y redondeados con

contenido de color rojo; abundantes células de Hiille

incoloras.

- Conidioforo: Liso, pigmentado de marron, con células

basales caracteristicas; vesiculas semiesféricas con
métula y fidlides que cubren la mitad superior.

- Caracteristicas de las conidias: De redondas a ovales,

3,3-5 um de diametro; lisas. - Ascocarpos: Se localizan

dentro de las zonas amarillentas que son las células de

Hiille; ascosporas de color rojo o plrpura, de 5 x 4 um

de diametro, con 2 crestas ecuatoriales. Fuente:

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20n
idulans.html

A. clavatus

Fuente:
Aspergillus clavatus Desm.
Caracteristicas de la colonia. Las colonias (CzA)
crecen rapidamente, de color verde azulado, que
consiste en un fieltro de conidioforos visibles con
morfologia tipd cabeza de cerillo llamados
coremios, con un halo blanco en la periferia.

Fuente:
http://www.socalemi.es/index.php/atlas/micologia/asper
gillus

Microscopia.

Las cabezas conidiales en coremios que irradian, luego

se dividen en varias columnas. Conidioforos de 2-4 mm
de longitud; estipites de paredes lisas, hialinas.

Vesiculas clavadas, 40-60 m de diametro. Células

conididgenas uniseriadas. Conidios de pared lisa, verde

palido, elipsoidal, 7-8 x 2-3 m.
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A. candidus

Fuente:
http://fungi.myspecies.info/file-colorboxed/932
Aspecto de la colonia:

- Diametro: 20 mm en una semana.

- Topografia: Desde lisa a convexa.

- Textura: Desde arenosa a algodonosa.

- Color: De blanco a crema palido.

- Reverso: Color crema palido. Fuente:
mmwmmmmmmo 0 idus |

Fuente:
https://alchetron.com/Aspergillus-candidus
Aspecto microscopico:

- Caracteristicas predominantes: Se mezclan los
conidioforos largos y blancos que finalizan en forma de
vesicula, con conidioforos cuya cabeza no tiene o tiene
muy poca forma de vesicula.

- Conidio6foro: Las cabeza grandes tienen vesiculas
redondeadas con métula y fialides que cubren
completamente su superficie u ocasionalmente solo 1/3
de la misma; las cabezas pequenas pueden no tener
vesiculas y recuerdan a los conidioforos de Penicillium.
- Caracteristicas de las conidias: De redondas a ovales,

incoloras, 2,5-3,5 um de diametro, lisas. Fuente:

. 1 1 1 1 1 0,

andidus.html

A. versicolor

Fuente:

https://www.researchgate.net/figure/Aspergillus-ve
rsicolor-NRRL-238-culture-plates-are-9-cm-diam-
colonies-grown-at-25-C_figll 233424552
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 20 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.
- Textura: Arenosa, algodonosa o aterciopelada.

- Color: Zonas de color verde, amarillo, marron
palido y rosa. Variacion considerable entre
aislamientos.

- Reverso: Color crema palido o rojo.
Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%?20versicolor.html

Fuente:

https://www.flickr.com/photos/josue_cruz/3111003625
Aspecto microscopico:
- Caracteristicas predominantes: Conididfors vesiculares
con cabezas radiadas.

- Conidioforo: Liso, incoloro; vesiculas redondas u
ovales con métula y fidlides que cubren toda la
superficie; algunas cabezas de tipo Penicillium; a veces
se visualizan células de Hiille.

- Caracteristicas de las conidias: Redondas, 2,5-3 um de
diametro; superficie ligeramente rugosa.

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20v
ersicolorhtml
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A. glaucus

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%20glaucus.html
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 20 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.
- Textura: Desde pulverulenta a densamente
algodonosa.

- Color: Micelio de color verde azulado palido que
se convierte en marrén-verdoso; a menudo se ven
ascocarpos amarillos.

- Reverso: Color crema. Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus

%20glaucus.html

Fuente:

https://www.google.com.mx/url?sa=i&url=http%3 A%2
FY%2Fwww.caltexmoldservices.com%?2Fsection%2Fmol
d_library%2Faspergillus%2Faspergillus _glaucus%2F&
psig=AOvVawOnPvjwMH1kSp-fbZrR-A0J&ust=15830
88107997000&source=images&cd=vfe&ved=0CAMQ)j
B1qFwoTCODGI1Py09-cCFQAAAAAJAAAAABAG

Aspecto microscopico:

- Caracteristicas predominantes: Conididéforos
vesiculares; conidias pequefias y numerosas; a menudo
se visualizan ascocarpos amarillos.

- Conidioforo: Anchos y de pared fina; las vesiculas
pueden tener forma de maza o ser redondeadas; no
tienen métula; generalmente las fialides cubren
completamente la superficie de la vesicula; muchos
aislamientos tienen cabezas aberrantes de las que salen
conidiéforos secundarios.

- Caracteristicas de las conidias: De redondas a ovales,
4-8 um de diametro; de superficie ligeramente rugosa.
- Ascocarpos: no pigmentados, redondeados, 80-250 um
de diametro (en relacion con la fase sexual). Fuente:

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20g

laucus.html

A. flavipes

Fuente:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aspergil
lus_flavipes_meaox.png
Aspecto de la colonia:

- Diametro: 20 mm en una semana.

- Topografia: Desde lisa a convexa.
- Textura: Desde arenosa a algodonosa.

- Color: De blanco a crema palido.

- Reverso: Color crema palido.

Aspecto de la colonia (En agar glucosa de peptona
a30°C):

- Diametro: 40 mm en una semana.
- Topografia: Convexa.
- Textura: Desde algodonosa a como el fieltro.
- Color: Desde blanco a color del ante.

- Reverso: Color crema o amarillo-marrén. Fuente:

Fuente:
https://www.aspergillus.org.uk/content/aspergillus-flavi
pes-18
Aspecto microscopico:
- Caracteristicas predominantes: Cabezas pequefias; con
el tiempo la masa de esporas unida a la cabeza tiene
forma de columna.

- Conidioforo: Largo, liso, pigmentado de amarillo; la
métula y las fidlides cubren la mayoria de la superficie
de la vesicula.

- Caracteristicas de las conidias: De redondas, 2-3 um
de diametro, lisas. Fuente:

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20fl

avipes.html

%20flavipes.html
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A. sydowii

Fuente:
https://www.pinterest.com.mx/pin/4190459403134
68942/

Aspecto de la colonia:

- Diametro: 20 mm en una semana.
- Topografia: Lisa.
- Textura: De arenosa a aterciopelada.
- Color: Verde-azulado.
- Reverso: Color marrén palido o marrén-rojizo.
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus

%?20sydowii.html

Fuente: https://alchetron.com/Aspergillus-sydowii

- Conidio6foro: Liso e incoloro; vesiculas redondeadas u
ovales con métula y fidlides que cubren completamente
la superficie; ocasionalmente se visualizan cabezas de

- Caracteristicas de las conidias: Redondas, 2,5-4 pm de

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20s

o

Aspecto microscopico:
- Caracteristicas predominantes: Conidioforos
vesiculares con cabezas radiadas.

tipo Penicillium; a veces se ven células de Hiille.
diametro; superficie muy rugosa.

vdowii.html

A. ustus

Fuente:
https://www.researchgate.net/figure/Aspergillus-us
tus-A-B-Colonies-at-25-C-after-7-d-A-CYA-B-M
EA-C-E-G-H_figl0 5359389
Aspecto de la colonia:
- Diametro: 30 mm en una semana.

- Topografia: Lisa.

- Textura: Lanosa.
- Color: Amarillo-marrén tornandose a

gris-plrpura o gris.
- Reverso: Amarillo, rojijo o purpura.

Fuente:

http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus
%?20ustus.html

https://www.researchgate.net/figure/ Aspergillus-ustus-A
-B-Colonies-at-25-C-after-7-d-A-CYA-B-MEA-C-E-G-

conidioforos vesiculares; conidia oscura y de superficie

- Conidio6foro: Cortos, marrdn palido, salen de células
basales muy diferenciadas; vesiculas redondeadas con

células de Hiille, que pueden ser abundantes, ovales o en

Fuente:
http://fundacionio.org/gefor/micologia/Aspergillus%20u
stus.html

Fuente:

H_figl0 5359389
Aspecto microscopico:
- Caracteristicas predominantes: Marron palido,

rugosa; algunos aislamientos tienen células de Hiille
grandes y ovaladas.

métula y fidlides que cubre los 2/3 de la superficie;

forma de salchicha normalmente estan dobladas y
retorcidas.
- Caracteristicas de las conidias: Marron oscuro,
redondas, 3-3,5 pm de diametro; superficie rugosa.
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Material:

Por persona:

1.- Bata blanca

2.- Plumon indeleble

3.- Guantes de Latex

4.- Lentes de seguridad

5.- Cubrebocas

Por Equipo:

1.- Sistema de Microcultivo

2.- 1 Tubo con 10 mL de agua destilada estéril
3.- 1 Tubo con formol al 10%

4.- Cubreobjetos y portaobjetos
5.- Pinzas

6.- Bisturi con hojas

7.- Colorante para Tincion de Azul de algoddn

8.- Cultivos en SDA de especies de Aspergillus seleccionadas por el asesor
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METODOLOGIA:

Cepas de Aspergillus

Sembrar en tubos de Agar SDA y micosel,
incubar por 7 dias a 30°C
microcultivo

Con técnica del diurex y
Azul de algoddn observar
al microscopio

Tubos con Agar
inactivar en Autoclave
121°C/30°/150b,

desechar en bolsa de
desechos hiologicos

Anotar
ohservaciones

Laminillas con muestra
inactivar en Autoclave
121°C/30°/ 15010,
desechar contenedor de
desechos
punzocortantes
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HISTOPATOLOGIA DE LAS MICOSIS

El estudio histopatolégico en las micosis profundas, es importante para establecer el
diagnéstico de las mismas, su clasificacion y manejo adecuado. En general, los hallazgos
macroscépicos que se observan en estos cuadros, es similar, un infiltrado granulomatoso, de ahi
gue la identificacion del agente causal sea indispensable para que este examen resulte de gran
valor.

MICOSIS SUBCUTANEAS

Micetoma La epidermis presenta alteraciones variables, ya que dependen de la lesién de la
biopsia, por lo que se puede observar desde atrofia, pasando por acantosis y llegando hasta la
hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Asimismo, puede apreciarse ulceracion. En la dermis, se
encuentra un infiltrado que puede ocupar desde la dermis superficial, media y profunda. Este
infiltrado esta constituido por linfocitos, histiocitos, plasmocitos y focos de polimorfonucleares en
cuyo centro se localizan los agentes causales del micetoma, denominados “granos” (cumulo de
filamentos).

Imagen 9.1: Micosis subcutaneas Micetoma Fuente: (Arenas 2014)

Existen ademads zonas de edema y otras de fibrosis. Asimismo, se pueden apreciar algunas
células epitelioides aisladas y gigantes multinucleadas de tipo Langhans y/o de cuerpo extrafo.

En los micetomas, la presencia del grano es lo que determina el diagnéstico especifico, por
lo que se deben sefalar varias caracteristicas del mismo tales como: forma, tamafo, color
presencia o ausencia de cemento y el tipo de reaccidn inflamatoria. En México, el agente causal
mas frecuente de micetoma, es Nocardia brasiliensis y corresponde histopatolégicamente a un
grano pequefio, que mide desde 40 a 200 :m, es polimorfo (anular, redondo, bilobulado, poli
lobulado, vermiforme, etc.) y esta constituido por un cuerpo filamentoso que tiene poca afinidad
por la hematoxilina, por lo que se dice que se tifie palidamente con la tincién de rutina; se
encuentra rodeado, por unas estructuras intensamente eosindfilas denominadas clavas.

174



Compendio de Herramientas para el Diagndstico en Micologia SCCA, 2022

Imagen 9.2: Corte histopatologico subcutaneo, Hifas no septadas en color fuccia, rodeadas por tejido conectivo y restos de tejido adiposo
necrotico del celular subcutaneo. Tincion de PAS TAGER F, Marlis; ZAROR C, Luis y MARTINEZ D, Pilar. Mucormicosis cutdnea en
un paciente inmunocomprometido. Rev. chil. infectol. [online]. 2012, vol.29, n.1 [citado 2020-03-30], pp.101-107. Disponible en:
<https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182012000100017&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 0716-1018.
http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182012000100017.https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-1018201200010
0017

El nimero de granos, es variable y el tipo de reaccion inflamatoria es importante.
Actinomadura madurae, es el agente causal que sigue en orden de frecuencia; es un grano grande,
mide de 1 a 3 mm, inclusive, en algunas ocasiones puede observarse hasta macroscépicamente, su
forma puede ser circular, ovalo cartogréfica; su cuerpo se tifie intensamente con la hematoxilina y
se encuentra rodeado por una banda eosinofilica en la periferia (fleco o pseudoclavas). El nUmero
de los granos también puede variar y la reaccidn inflamatoria que produce es menos intensa que la
de Nocardia. Al igual que todos los granos que producen micetoma, se encuentra en el centro de,
los cumulos de polimorfonucleares. Otro agente etioldgico de micetoma, es Streptomyces
somaliensis, el cual se aprecia como un grano mediano (~ 2 mm), circular u oval que se tife
palidamente con la hematoxilina. Es un grano duro, ya que contiene cemento, caracteristica que le
confiere un aspecto estriado con presencia de fisuras o grietas. La reaccion inflamatoria muestra
abundantes células gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio como respuesta a la presencia
de cemento en el cuerpo del grano. Actinomadura pelletieri, forma un grano pequefio (200-500
micras) intensamente baséfilo, de consistencia dura, ya que al igual que el S. somaliensis contiene
cemento, lo que da como resultado observarlo fragmentado, dando la imagen conocida como de
"plato roto".

Imagen 9.3: Corte histologico de Actinomadura madurae Fuente: (TAGER F, ZAROR C, MARTINEZ D, Mucormicosis cutanea en un
paciente inmunocomprometido. Rev. chil. infectol. [online]. 2012, vol.29, n.1 [citado 2020-03-30], pp.101-107. Disponible en:
<https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182012000100017&Ing=es&nrm=iso>. ISSN 0716-1018.

http://dx.doi.org/10.4067/S0716-10182012000100017.ttps://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182012000100

017)
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La reaccidn inflamatoria es similar a la de Nocardia, pero con la presencia de nhumerosas
células gigantes multinucleadas de tipo cuerpo extrafio. Otros agentes causales menos frecuentes
son los llamados Hongos verdaderos, cuyos granos corresponden principalmente a: Madurella
mycetomatis, Madurella grisea, Pyrenochaeta romeroi, Fusarium, entre otros. Todos estos granos
son grandes (de 0.5 a 5 mm) y pueden tener color negro como los tres primeros o blanco como el
ultimo. Histopatoldgicamente, el cuerpo de estos granos esta constituido por filamentos vy
vesiculas que se disponen en forma desordenada y se entremezclan. El color de estos granos en el
estudio histoldgico varia del rosa palido al café marrén. Asimismo, el nimero y forma de estos
granos es variable.

Esporotricosis

Es una micosis subcutanea, producida por Sporothrix spp. Afecta la piel, trayecto de vasos
linfaticos y ocasionalmente érganos y sistemas. Histopatoldgicamente es la mas inespecifica de las
micosis profundas ya que los hallazgos microscépicos que se observan no son diagndsticos de la
entidad, son caracteristicas que sugieren o hacen pensar en esa enfermedad.

Imagen 9.4: Corte histoldgico de esporotricosis Fuente: (:Feline sporotrichosis 4.jpg

Creado el: 17 de noviembre de 2006 https://es.wikipedia.org/wiki/Esporotricosis)

Sporothrix spp son hongos dimorfos que se presentan como mohos en los medios de
cultivo y en forman levaduras en los tejidos, mismas que no siempre estan presentes y a veces son
dificiles de identificar. La epidermis, frecuentemente muestra una hiperplasia
pseudoepiteliomatosa. En toda la dermis se observa un infiltrado importante constituido por
linfocitos, histiocitos, plasmocitos, células epitelioides que pueden formar células gigantes
multinucleadas y numerosos polimorfonucleares que tienden a formar microabscesos. Todas estas
células pueden estar entremezcladas o disponerse en tres zonas a una central, llamada también
supurativa, que estd formada por polimorfonucleares, otra intermedia, Ilamada tuberculoide
donde se aprecian células epitelioides y por -ultimo la zona sifiloide a base de plasmocitos y
linfocitos. Esta imagen histoldgica es la mas caracteristica o sugestiva de la esporotricosis.

Por otro lado, la presencia de cuerpos asteroides dentro de los microabscesos de
polimorfonucleares, también es sugerente del diagndstico y aunque se pueden observar con la
tincién de rutina, se recomienda la tincidn especial con PAS para facilitar su identificacion.
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Cromoblastomicosis

Es una micosis subcutanea que afecta piel y tejido celular subcutdneo. Es producida por
hongos dematidceos pertenecientes a 3 géneros a Fonsecaea, Phialophora y Cladosporium.

Imagen 9.5: Corte histologico de Cromoblastomicosis (Casas 2000)

Estos hongos presentan habitualmente, una forma parasitaria que se conoce con el
nombre de “células fumagoides” y cuya presencia en los cortes histologicos nos hace el diagndstico
de cromoblastomicosis. Histopatolégicamente, la epidermis presenta una hiperqueratosis
importante de tipo paraqueratdsico. Los procesos interpapilares van de una acantosis irregular
hasta una hiperplasia pseudoepiteliomatosa, dentro de la cual pueden observarse microabscesos
de polimorfonucleares con la presencia de células fumagoides. La dermis, desde la superficial hasta
la profunda, muestra un infiltrado denso constituido por focos de células epitelioides gigantes
multinucleadas de tipo Langhans, linfocitos y cimulos de polimorfonucleares. En la mayoria de los
casos se aprecian granulomas bien formados de tipo tuberculoide, con zonas centrales supurativas
(de polimorfonucleares donde se advierten las células fumagoides. Estas células son redondas u
ovales, tabicadas o no, que miden de 4 a 8 um de didmetro, de color café amarillento, lo cual
facilita su identificacién con la tincién de rutina. Las células fumagoides pueden observarse tanto
en el centro de los microabscesos de los polimorfonucleares, como dentro de las células gigantes
multinucleadas. Asimismo, pueden apreciarse aisladas, en cadena, en grupos, racimos o incluso
filamentando, por lo que el nimero de ellas es muy variable.

MICOSIS SISTEMICAS

En este grupo tenemos a cuatro micosis: Coccidioidomicosis, Histoplasmosis, Blastomicosis
y Paracoccidioidomicosis. Sus agentes se adquieren por via respiratoria formando un foco
pulmonar primario y posteriormente se pueden diseminar a otros drganos y tejidos. Tienen una
distribucion geografica restringida a ciertas areas que les proporcionan los nutrientes y las
condiciones ambientales adecuadas para su desarrollo. Son importantes porque pueden causar la
muerte o dejar secuelas que ocasionan invalidez de diversos grados. La histopatologia también es
de gran utilidad para el diagndstico de estas infecciones, donde ademads de la presencia de las
estructuras parasitarias, se observan cambios histoldgicos correspondientes a lesiones de
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evolucidn crénica entre los que tenemos fibrosis, granulomas y células gigantes multinucleadas de
tipo Langhans o de cuerpo extraino.

Aunque tinciones especiales para hongos como d4cido periédico de Schiff o
Gomori-Groccott hacen mas evidente la presencia de los hongos, todas ellas pueden
diagnosticarse en base a una tincién de hematoxilina-eosina. Coccidioidomicosis La reaccion
inflamatoria es una combinacién de reaccidn inflamatoria granulomatosa en focos antiguos y una
reaccion inflamatoria purulenta aguda, esta Ultima se observa en las proximidades de las esférulas
rotas que han liberado sus endosporas junto con gran cantidad de antigenos que son quimitacticos
para polimorfonucleares. Estas células son sustituidas por células plasmaticas, células epiteliodes y
células multinucleadas tipo Langhans.

HISTOPLASMOSIS

En esta infeccidn, las levaduras que son la forma parasitaria del hongo, se observan la
mayoria de las veces dentro de células del sistema reticulo endotelial, éstas, son pequeias (2 a
4uM en su didametro mayor) y ocasionalmente se observan algunas estructuras filamentosas.

Imagen 9.6: Corte histologico de Histoplasmosis Fuente: Dominio publico File:Histoplasmosis capsulatum.jpg Subido el: 1 de mayo de
2006

BLASTOMICOSIS

Es una infecciéon endémica de los Estados Unidos de Norteamérica, sin embargo, en México
recientemente se diagnosticé un caso.
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Imagen 9.7: Corte histologico de Blastomicosis Fuente: (Bonifaz 2015)

Las estructuras parasitarias de Blastomyces dermatitidis son levaduras unigemantes de
cuello de gemacién amplio que ayuda a diferenciarlos de las levaduras del género Paracoccidioides
gue es el agente etioldgico de la paracoccidioidomicosis ya que estas, generalmente son
multigemantes y el cuello de gemacidon es angosto. Esta micosis es frecuente en las zonas
tropicales de México como Veracruz.

MICOSIS POR HONGOS CON BAJO PODER DE PATOGENICIDAD

Hasta hace dos o tres décadas, las principales infecciones de este grupo eran la candidosis,
criptococosis y mucormicosis, sin embargo, en la actualidad existen cada dia mas factores de
oportunismo para las micosis y esto ha originado un incremento el nimero de agentes y en las
variedades y gravedad de las infecciones, asi, por mencionar sélo algunas mencionaremos que
ahora se diagnostican cada vez mas casos de aspergilosis tanto pulmonar como otras localizaciones
o infecciones causadas por Pneumocystis jiroveci (hongo que hasta 1984 era considerado
protozoario).

AuUn en estas infecciones sistémicas, el estudio histoldgico puede ser de gran utilidad en el
diagndstico, por lo tanto, siempre que se tengan lesiones en tejidos accesibles para la toma de
muestra, en piezas extirpadas quirdrgicamente o en tejidos de cadaveres, se debe solicitar estudio
histoldgico, en muchas ocasiones es el Unico método disponible para determinar la causa de
enfermedad y o de muerte de los pacientes.

CANDIDOSIS

Puede invadir cualquier érgano o tejido, la mayoria de casos son causados por C. albicans,
sin embargo, en fechas recientes otras especies como C. parapsilosis han incrementado su
frecuencia. Habitualmente en los tejidos afectados se observan levaduras y filamentos, pero
también es posible observar infecciones en donde sélo se presentan levaduras.
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Imagen 9.8: Corte histologico del cervix mostrando la cervicitis herpética aguda. Note las células multinucleadas gigantes en la capa
epitelial, la disociacion de las capas epiteliales y la necrosis coagulativa de las células epiteliales superficiales. El epitelio se encuentra

infiltrado por polimorfonucleares y muestra hiperemia de los vasos sanguineos Fuente: Castanon A, Leung VMW, Landy R, Lim AWW,

Sasieni P (2013). Characteristics and screening history of women diagnosed with cervical cancer aged 20-29 years. Br J Cancer
109;35-41)

MUCORMICOSIS
La forma mds grave que es la rinocerebral, se presenta principalmente en personas con

diabetes mellitas descompensada, en ellos, puede causar la muerte en aproximadamente 15 a 30
dias ya que invade ojo y cerebro con gran rapidez.

Imagen 9.9: Corte histologico de Mucormicosis, Hifas no septadas y gruesas. Tincion PAS (Bonifaz 2015)

Aunque el diagndstico se establece la mayoria de las veces por examen directo del material
necrdtico, es estudio histopatolégico permite observar los filamentos gruesos cenociticos
caracteristicos de esta infeccidn. En personas con desnutricidn grado Il afecta principalmente tubo
digestivo mientras que la leucemia en cualquiera de sus formas predispone a la mucormicosis
pulmonar, estas dos ultimas variedades clinicas es muy dificil sospecharlas clinicamente y en
muchas ocasiones es el examen postmortem el que proporciona el diagndstico.
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ASPERGILOSIS

Existen cerca de 200 especies de Aspergillus, de ellas 3 especies (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger y Aspergillus flavus) son los que causan la mayoria de infecciones. Esta patologia
es frecuente en personas con leucemias o trasplantes de érganos, en ellas puede ser la causa de la
muerte en las formas diseminadas.

Aspergillus fumigatus Fulmonary Invasive Aspergillosis

v

Imagen 9.10: Apergillosis Pulmonar Fuente: ( Mario Lupi 2006)

CRIPTOCOCOSIS

Género de levaduras oportunistas que habitan normalmente en material orgdnico en
descomposicion y en deyecciones de aves.

Imagen 9.11: Corte histologico de Criptococosis Fuente: (Khan Z, Al-Anezi A, Chandy R, (2003), Disseminated cryptococcosis in an

AIDS patient caused by a canavanine-resistant strain of Cryptococcus neoformans var. grubii. J Med Microbiol.;52(Pt 3):271-275. doi:
10.1099/jmm.0.05097-0)

Penetran por via respiratoria ocasionando infeccién pulmonar inaparente y de ahi se puede
diseminar a otros érganos como el cerebro, la piel, el rifién o el hueso. Las especies que afectan
con mayor frecuencia son Cryptococcus neoformans y C. gatii, raramente se refieren infecciones
por C. laurentii o C. terreus La histologia muestra levaduras de 5 a 7 uM rodeados de una capsula
de grosor variable, una caracteristica de estas lesiones es la ausencia de células inflamatorias.
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EVALUACION DE ANTIMICOTICOS:
Introduccion:

El tratamiento de las enfermedades flngicas en el siglo XXI, sigue siendo un reto para el
médico general, dermatdlogo, internista, incluso para el infectélogo. Por ello continda el desarrollo
de nuevos antifungicos cada vez mas potentes. En la elaboracion de estos farmacos se tiene en
cuenta la relacién de su estructura-funcién que permita la muerte del hongo sin ocasionar dafios
graves al hospedero. Definicidon de antifungico: Sustancia capaz de producir una alteracién en la
estructura de una célula fungica, que consiga inhibir su desarrollo, alterando su capacidad de
supervivencia, directa o indirectamente. Lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de
defensa del hospedero. La sintesis de antimicéticos se inicié en el siglo XX. Aumenté en las ultimas
2 décadas en relacién a: uso y abuso de antibidticos de amplio espectro, quimioterapia,
inmunosupresores, dispositivos intravasculares, y la epidemia del SIDA.

El tratamiento de las micosis es mas complicado que el de las infecciones bacterianas por las
siguientes consideraciones:

1. Las micosis superficiales se encuentran en piel y faneras con escasa o nula vascularizacién.

2. Las micosis profundas producen respuestas granulomatosas que impiden una buena penetracién
del farmaco.

3. Los antimicdticos son poco solubles y los hongos son de crecimiento lento, con pared celular con
quitina, polidsidos, fosfolipidos y esteroles, ausentes generalmente en bacterias.
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4. Las micosis generalizadas producen un cuadro clinico poco caracteristico, haciendo muy dificil el

diagnéstico.

5. Existe incremento en el uso de antibidticos de amplio espectro, corticoides, citostaticos o
inmunosupresores, pacientes inmunocomprometidos. Los farmacos son clasificados como

antimicéticos locales o tdpicos y antimicdticos sitémicos. El mecanismo de accién depende del

lugar en el que actuen: Pared celular, Membrana celular o Nucleo y esta relacionado con la

estructura quimica del antifungico.

Tabla 1: Clasificacion por su estructura

Familia
Polienos

Azoles

Imidazol
Triazoles

Triazoles de segunda
generacion
Alilaminas
Lipopéptidos

PIRIMIDINAS FLUORADAS
Otros

Farmacos
Nistatina, natamicina,
Anfotericina B
fluconazol, itraconazol,
voriconazol y posaconazol
miconazol, clotrimazol
fluconazol, itraconazol,
ketoconazol
voriconazol, ravuconazol,
posaconazol
Terbinafina, naftifina
Papulacandinas.
Triterpenos glicosilados.
Equinocandinas: caspofungina,
anidulofungina, micafungina.
Flucitosina
Yoduro de potasio, ciclopirox,
tolnaftato, griseofulvina

Tabla 2: Clasificacion por sitio de accion

Pared celular: es una cubierta, provee
morfologia, facilita intercambio de iones,
filtracidn de proteinas y participa en
metabolismo y catabolismo de nutrientes
complejos.

LIPOPEPTIDOS

En membrana celular: Ergosterol
POLIENOS

Inhiben la sintesis de los glucanos al inactivar la
enzima 1,3- beta-glucano sintetasa. La falta de
glucanos en la pared celular la vuelve débil e
incapaz de soportar el estrés osmatico por lo
gue muere.

Se une al ergosterol, forma poros, altera la
permeabilidad de la membrana, pérdida de
proteinas, glicidos vy cationes mono vy
divalentes, causa de muerte celular
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AZOLES

ALILAMINAS

En nucleo:
ANTIMETABOLITOS

Inhiben el citocromo P-450-3 A a través de la
inactivacion de la enzima C-14-alfa dimetilasa,
con lo que interrumpe la sintesis de ergosterol.

inhiben la sintesis del ergosterol , inhiben a la
enzima escualeno epoxidasa, asi disminuye la
concentracion de ergosterol , aumenta
escualeno, aumenta la permeabilidad se
interrumpe la organizacién celular

Pirimidinas fluoradas, fluocitosina Los farmacos
mas efectivos son los que afectan la membrana
celular del hongo como los macrélidos
poliénicos y los azoles Otro antifungicos
importantes son los que afectan al ARN
(5-fluorocitosina) o los que interactian con los
microtubulos e impiden la divisién celular
(griseofulvina)

ANFOTERICINA B. Lactona macrociclica (anillo voluminoso de 12 o mas), tiene estructura poliénica
(enlaces dobles). Es producida por Streptomyces nodosus. Forma complejos condensados con los
ergosteroles de la membrana gracias a la conformacién de cinta y lo atrapa por lo que hay menos
farmaco libre que disminuye la toxicidad. Tiene amplio espectro sobre micosis profundas por
patdgenos como Histoplama, Coccidiodes, Paracoccidiodes, Balastomices, Sporotrix y oportunistas
como: Candida, Aspergillus, Criptococcus, Mucor. Efectos adversos: daio renal, reacciones alérgicas
(fiebre, escalofrios, alteracién de TA), dafio a médula dsea, nauseas, vomitos, cefalea.

CH,

OH

Rl ]e)

NH5*

LY
o

Imagen 10.1: Estructura quimica de la Anfotericina B Fuente: (Gil, E, Cunha, L, Gongalves, A, et al (2020). Importancia de los
Compuestos Inorganicos en el Tratamiento de la Leishmaniasis.[En linea] recuperado de
https://www.researchgate.net/publication/268430703 Importancia_de los Compuestos_Inorganicos en el Tratamiento de la Leishma

niasis/citation/download)

NISTATINA: Macrodlido tetraénico producido por Streptomyces noursei. No se absorbe por via
gastrointestinal, piel o vaginal. Espectro: Candidosis. Efectos adversos: nausea, vémitos, diarrea,
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Imagen 10.2: Estructura quimica de la nistatina Fuente: (Dominio publico, File:Nystatin.png, Creado el: 20 de febrero de 2007)

IMIDAZOLES: Ketoconazol, Econazol, Butoconazol, Isoconazol, Sulconazol, Bifonasol, Miconazol,

Clotrimazol. Espectro: Micosis superficiales: tifias, candidosis, pitiriasis versicolor. Micosis

sistémicas: cocidiodomicosis, criptococosis, blastomicosis, histoplasmosis y paracoccidiodomicosis
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Imagen 10.3: Estructura quimica de los imidazoles Fuente: (Lopez Tricas J, (2013) GIARDIA LAMBLIA (GIARDIASIS,
LAMBLIASIS) Zaragoza Espana [En linea] recuperado de
https://sites.google.com/a/info-farmacia.com/info-farmacia/microbiologia/giardia-lamblia-giardiasis-lambliasis)

TRIAZOLES: Fluconazol, Terconazol, Itraconazol, Voriconazol. Espectro: dermatofitos, levaduras,

mohos no dermatofitos. Itraconazol y fluconazol mayor afinidad por la enzima P450 de hongos que
la de mamiferos.

Posaconazrol

Imagen 10.4: Estructura quimica de los triazoles de segunda generacion Fuente: (Escobar C, Zuluaga A (2004) Nuevos antimicéticos y su
uso en dermatologia Medicina Cutanea Ibero-Latino-Americana [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/cutanea/mc-2004/mc046b.pdf)

KETOCONAZOL. Imidazol, 5 estructuras del anillo con 2 dtomos de nitrégeno. Lipofilico, buena
absorcion oral.
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Imagen 10.5: Estructura quimica del Ketokonazol Fuente: (Gregori Valdés B (2005) Estructura y actividad de los antifungicos Rev
Cubana Farm; 39(2) [En linea] recuperado de http://scielo.sld.cu/pdf/far/v39n2/far12205.pdf)

FLUCONAZOL. Triazol: 2 anillos con 3 atomos de nitrégeno, anillo bencénico con 2 fluor.

N—CH,—C—CH,—N

|
gN Foo\=N

FLUCONAZOL F

Imagen 10.6: Imagen quimica del Fluconazol Fuente: (Goodman & Gilman (2012) Las bases farmacologicas de la terapéutica,Mexico
McGRAW-HILL INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.)

VORICONAZOL. Triazol de segunda generacion, derivado sintético del fluconazol. De amplio
espectro: aspergilosis. Indicado en infecciones resistentes a fluconazol.

Voriconazol

Imagen 10.7: Imagen quimica del Voriconazol Fuente: (Goodman & Gilman (2012) Las bases farmacologicas de la terapéutica,Mexico
McGRAW-HILL INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.)
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ITRACONAZOL. Triazol, 5 estructuras de anillo con 3 atomos de nitrdgeno. Bien absorbido con
alimentos. Lipofilico. Alta afinidad por la queratina. PFH alteradas 0.3 — 5%, sin dafio hepatico.
Antidcidos disminuyen su absorcién. Contraindicado con administracidn conjunta con terfenadina,
astemizol, simvastatna, lovastatina, midazolam.
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Imagen 10.8: Imagen quimica del ItraconazolFuente: (Goodman & Gilman (2012) Las bases farmacologicas de la terapéutica,Mexico
McGRAW-HILL INTERAMERICANA EDITORES, S.A. de C.V.)

Mode of Action of Fungicides

FRAC dassification on mode of action 2015 (www.frac.info)

Imagen 10.9: Modo de Accion de los Fungicidas Fuente: (Davidse, L.C.(1995) Phenylamide fungicides — biochemical action and
resistance. In: Lyr, H. Modern Selective Fungicides.Gustav Fischer Verlag, New York.)

Material:
Por persona

1.- Bata blanca
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2.- Plumon indeleble

3.- Guantes de Latex

4.-Lentes de seguridad

Por equipo:

1.- Laminillas Preparadas

Pruebas de sensibilidad Cualitativas
Hongos Levaduriformes

Metodo de difusidon en Agar

Cajas con Agar Muller-Hinton

A 4

Sembrar en forma masiva con inoculo
estandarizado al Nefelometro de Mac
Farland (1x10° UFC/mL)

A 4

Colocar discos impregnados con
un antifingico

A\ 4

Incubar a 35°Cy tomar lecturas a
las 24 y 48 Hrs.

A 4

Medir los halos producidos

Bibliografia:

e Davidse, L.C.(1995) Phenylamide fungicides — biochemical action and resistance. In: Lyr, H.
Modern Selective Fungicides.Gustav Fischer Verlag, New York.

® Escobar C, Zuluaga A (2004) Nuevos antimicéticos y su uso en dermatologia Medicina
Cutédnea Ibero-Latino-Americana [En linea] recuperado de
https://www.medigraphic.com/pdfs/cutanea/mc-2004/mc046b.pdf
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Discusion:

La asignatura de Micologia y Micologia diagnostica para la carrera de QFB nos dan las bases de
como se de deben de trabajar los hongos pero asi como cambian las tecnologias en el
Laboratorio clinico y Microbiolégico el diagnostico Micologico no se detine, no a cambiado en
escencia ya que sigue un tanto resagado a comparacion de las antes mencionadas, la toma de
muestra y el procesamiento no es el mismo como se obtienen en un Hospital, también el cambio
significativo del el Asa bacetriologica a el Asa de Pala no es el mismo que el de los laboratorios
impartidos en la FES.

En el Centro Medico SXXI del IMSS en el laboratorio de Dr. Luis Javier Mendez Tovar se desarrollo
parte de este manual ya que en los laboratorios de las clinicas de grado basico no se le toma
importancia a las infecciones micéticas hasta que ya se encuentra muy avanzada dicha infeccidn,
en personas con un Sistema inmunoldégico competente pero también hay muchos con dafio renal
o transplantados que al no ser detectados desde las clinicas basicas llegan ya con deterioro en su
salud en una clinica de tercer nivel.

Es por eso que en este trabajo se realizo para dar un pequefio eshozo de algunas modificaciones
basicas que se usan en dichos laboratorio.

Conclusiones:

La realizacion de este manual me ayudo a refrescar un poco las formas en las que se trabajan las
muestras a comparacion de como se trabajan en la FES

Se enlistaron medios de cultivo de uso general en el laboratorio de Micologia del Centro Medico
siglo XXI
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Se determinaron algunas Practicas con ligeros cambios de acuerdo a como se trabaja en el
laboratorio del Dr. Mendez Tovar.

ANEXO 1:
METODOS DE SIEMBRA DE HONGOS.
Tipos de Asa:

El asa bacterioldgica es un instrumento de trabajo utilizado por los microbidlogos para la siembra
de cultivos microbianos (bacterias u hongos). Es quizas el instrumento mas usado por estos
profesionales.

Su uso parece sencillo, pero en realidad requiere de mucho entrenamiento. Antes de comenzar a
sembrar, el asa debe ser esterilizada en el mechero de Bunsen, tomandose luego el indculo
microbiano que puede provenir de un cultivo liquido o de un cultivo sélido.
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Imagen Al.1: Tipos de asas bacterioldgicas. Fuente: No machine-readable author provided. |£<°$3 assumed (based on copyright claims).
[CC BY-SA 3.0 (http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/)]

Existen varios tipos de asas bacteriolégicas y cada una tiene un uso especifico. Los tipos de asas
son las siguientes: asa en forma de anillo calibrada, asa en forma de anillo no calibrada, asa recta o
en aguja, asa espatulada, asa en forma de “L” y asa con punta aguda.

Por otra parte, las asas pueden ser de uso permanente o desechable. Las de uso permanente se
esterilizan en el mechero, siendo reutilizables y muy duraderas. En tanto que, las desechables
vienen estériles de fabrica, se utilizan una sola vez y se descartan.

Asa en forma de anillo, no calibrada

Es el asa mas usada en el laboratorio de microbiologia. Sirve para tomar un inéculo de una
suspension microbiana (medio liquido) o una porcién de colonia (medio sdlido), para ser sembrado
en otro medio de cultivo, bien sea una prueba bioquimica o un medio mds enriquecido o selectivo,
segln sea el caso. También es Gtil para realizar extendidos microbianos sobre un portaobjeto.

Con este tipo de asa se puede realizar el estriamiento del inéculo inicial. Ademas estd disefiada
para que se deslice suavemente sobre el agar, sin dafarlo. Por supuesto, esto requiere de un
personal entrenado que maneje la técnica de sembrado, aplicando la fuerza y los movimientos
correctos para hacer un buen estriamiento.
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Con esta asa se pueden ejecutar varias técnicas de sembrado. Ejemplo, los medios sélidos en
placas de Petri por lo general se siembran por agotamiento

Asa en forma de anillo, calibrada

Esta asa como su nombre lo indica estd calibrada para tomar una cantidad especifica de
suspensidon microbiana. Se usa cuando es necesario que el inédculo cumpla con lo estandarizado en
la técnica.

Cabe destacar que, las asas calibradas tienen un margen de error, el cual varia de acuerdo al
angulo con que se tome la muestra y al tamafio de la boca del recipiente.

Si el asa de 0,001 ml se introduce en posicién vertical en un recipiente de boca pequefia (€7 mm),
la cantidad tomada sera 50% menor a la deseada.

Esto ocurre porque a menor diametro de la boca del recipiente, mayor es la tensidn superficial y
por tanto, las fuerzas de adhesion entre (vidrio — liquido) aumentan. Esto genera que la carga de
liqguido tomada por el asa sea menor.

Mientras que, si se toma con un angulo de 45° en un recipiente de boca ancha (= 22 mm) se puede
recoger 150% mas de la cantidad requerida. En este caso, la tensidn superficial es menor y las
fuerzas de cohesion vidrio/plastico disminuye, mientras aumenta la fuerza de cohesidn
liquido-liquido.

Asa recta o en aguja

Es también llamada asa en hilo. Se usa para inocular ciertas pruebas bioquimicas, especialmente
aquellas que requieren ser sembradas por la técnica de puncién. Ejemplo, medios semisdlidos que
se preparan en forma de taco, tales como: medio SIM, MIO y O/F.

Ademas en el caso de MIO y SIM que evalian motilidad, es indispensable que la puncidn se realice
con asa en aguja, ya que la interpretacién de una motilidad positiva se presenta cuando las
bacterias crecen hacia los lados del indculo inicial.

Una prueba inoculada con un asa con anillo puede falsear los resultados (falso positivo). Por ello,
en este tipo de sembrado se debe cuidar que la puncién sea Unica, y que al retirar esta salga en la
misma direccidn en la que entro.

Otra prueba que debe sembrarse con aguja a pesar de que se prepara en forma de cuiia es el
Kligler. En esta prueba no es recomendable que el oxigeno penetre en la profundidad del agar, ya
gue se requiere un medio pobre en oxigeno para que ocurran ciertas reacciones quimicas. Esta asa
también es usada para tocar una colonia especifica con el fin de subcultivar.

Asa espatulada
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La mayoria de los microorganismos dan colonias suaves y faciles de desprender. Sin embargo,
existen algunos agentes microbianos cuyas colonias son duras y secas, ejemplo las micobacterias
en general y algunos hongos. En estos casos es util utilizar el asa espatulada.

Asa en forma de “L”
Su uso mds frecuente es para hacer repiques de cultivos de hongos, especialmente mohos.
Asa con punta aguda

Es atil para tomar colonias muy pequefias presentes en cultivos polimicrobianos, con el fin de
poder subcultivarlas.

Colonia de microorganismo — Cultivo puro.

Un cultivo puro es aquel que contiene un solo tipo de microorganismo, su manejo es vital cuando
sepretende caracterizar algun tipo de microorganismo y se obtiene mediante el uso de técnicas
deaislamiento. El siguiente diagrama le permite diferenciar que tipo de colonias podra observar en
susresultados. En términos muy generales las bacterias son de apariencia cremosa al igual que
loshongos levaduras mientras los hongos miceliales tienen una apariencia algodonosa,
aterciopelada ogranulosa

Hongos
Miceliales

[
"
<
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-3
=
o
w

b
Levaduras

Imagen A1.2: Algunas formas macroscopicas (colonias) de hongos levaduras, hongos miceliales y bacterias. Fuente: (Madigan, M ;
Martinko, J & Parker, J. (2004). Brock: Biologia de los Microorganismos. New Yersey USA Prentice Hall

SIEMBRA DE HONGOS LEVADURIFORMES (LEVADURAS).

Debido a que este microorganismo en forma y apariencia de las colonias es similar a las bacterias,
debe sembrarlo por la técnica de Estrias por Agotamiento y por Puncidon y Zigzag en tuboinclinado
en los medios para hongos suministrados.
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Imagen A1.3: Esquema de siembra de estrias por agotamiento, proceso de siembra Fuente: (Rodriguez, F (2010). Practicas de
Microbiologia. Licenciatura de Farmacia. UniversidadMiguel Hernandez.)

SIEMBRA DE HONGOS MICELIALES
SIEMBRA POR PUNCION CENTRAL.

Este es un procedimiento para aislar facilmente hongos miceliales. Seleccione un tipo de hongo
conlas caracteristicas de tipo micelial, evite escoger una colonia que este sobrelapada con otra
para asilograr un cultivo puro.

Usando un asa recta gruesa, previamente calentada en la llama del mechero y enfriada
posteriormente en el borde de la caja o en el tubo del cultivo de hongo suministrado, tome una
muestra del hongo cortando con el asa un trozo (3 x 3mm) con todo y agar. Coloque el trozo del
hongo en el centro de un medio de cultivo en caja de Petri con agar para hongos Cierre la caja,
caliente nuevamente el asa en la Ilama del mechero para eliminar residuos de hongo y aliste la caja
para incubacién (25° C por 8 dias). Una vez incubada evalle la técnica y pureza de la siembra.3.2.
SIEMBRA POR PUNCION CENTRAL EN TUBO INCLINADO Este es un procedimiento apropiado para
mantener cepas de microorganismos al ocupar poco espacio.

Imagen Al.4: Esquema de siembra por puncion central en tubo inclinado.Fuente: (Rodriguez, F (2010). Practicas de Microbiologia.
Licenciatura de Farmacia. UniversidadMiguel Hernandez.)

Seleccione un tipo de hongo con las caracteristicas de tipo micelial, evite escoger una colonia que
este sobre la pada con otra para asi lograr un cultivo puro.
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Usando un asa recta gruesa, previamente calentada en la llama del mechero y enfriada
posteriormente en el borde de la caja o en el tubo del cultivo de hongo suministrado, tome una
muestra del hongo cortando con el asa un trozo (3 x 3mm) con todo y agar.

Coloque el trozo del hongo en el centro de la parte plana del tubo inclinado.

Tape el tubo, caliente nuevamente el asa en la llama del mechero para eliminar residuos de
bacterias y alistelo para incubacidn (25° C por 8 dias). Una vez incubada evalle la técnica y pureza
de la siembra.

TECNICA DE MICROCULTIVO

1. Se corta un pequefio bloque de agar dextrosa papa o agar harina de maiz previamente vertido
en una caja de Petri hasta una profundidad de 4 mm. Esto puede hacerse usando una hoja de
bisturi estéril o una espatula con un borde cortante o un tubo de prueba recto estéril.

2. Sobre una segunda caja de Petri estéril se coloca un papel de filtro y dos palitos cortados de un
tamano tal como para encajar en la caja y sobre los mismos se coloca un portaobjetos estéril.

3. Con ayuda de un gancho o un porta estéril se coloca el bloque de agar en la superficie del
portaobjeto.

4. Con el gancho estéril se remueven porciones pequefias de la colonia de hongos que se desea
estudiar y se inoculan los cuatro cuadrantes del bloque de agar.

5. Luego de la inoculacion, se coloca un cubreobjetos estéril sobre la superficie del agar.

6. Los discos de papel de filtro en el fondo de la caja se mantienen himedos con agua estéril
durante el periodo de incubacidn.

7. La colonia crecerd por debajo de la superficie del cubreobjetos. Se examina el montaje
periddicamente a simple vista para determinar si la colonia ha madurado. Cuando es evidente un
crecimiento suficiente, se retira cuidadosamente el cubreobjeto con pinzas estériles y se coloca en
un portaobjetos con lactofenol.
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Estudio de Hongo
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Imagen A1.5: Siembra de Microcultivo
http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/microambiental/wp-content/uploads/2016/08/TP-8-Micologia.pdf
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ANEXO 2:
TINCIONES:
TINCIONES COMUNES

AZUL DE ALGODON DE LACTOFENOL (LF-AA)

Para observacién de estructuras microscépicas en los disgregados de los cultivos fungicos
Solucién de LF-AA Cristales de fenol.

20 g Acido lactico

20 mL Glicerina

40 mL Agua destilada (AD)

20 mL Azul de algoddn (solucidon acuosa al 1%) 2 mL

e Agregar el acido lactico y la glicerina al agua destilada y mezclar.

e Agregar los cristales de fenol y mezclar. Calentar suavemente en bafio Maria (BM) con frecuente
agitacién hasta disolucion completa de los cristales de fenol.

e Agregar 2 mL de una solucién acuosa al 1% de azul de algoddn (azul de Poirrier) y mezclar bien.
SOLUCION DE KOH AL 30 % EN GLICEROL

Para observacion de preparados en fresco del material clinico.

Solucién de KOH 30% KOH 30 g

Glicerol 20 mL

Agua destilada 80 mL

La adicion de glicerol al 20% impide el rapido desecamiento del fluido en el portaobjetos y permite
la observacion microscdpica del preparado por periodos superiores a 48 Hr

SOLUCION DE AZUL DE METILENO AL 1%

Solucién de azul de metileno al 1%

Azul de Metileno1g

AD c.s.p. 100 mL

TINCION PLATA METANAMINA DE GROCOTT (GMS):

La metenamina Método de plata Grocott Gomori se utiliza para demostrar hongos. Las
paredes celulares de los hongos son ricas en polisacaridos que, cuando se oxida por el acido
cromico, se convierten en aldehidos. Estos grupos reducen directamente los iones de plata de la
solucién de metenamina de plata a plata metalica. Tiosulfato de sodio se utiliza para fijar la plata
metalica y también retirar la plata no reducido.

METODOLOGIA:

Tome secciones al agua

Oxidar en acido cromico 5% durante 1 hora

Lavar en agua corriente. Bleach en el 1% de metabisulfito de sodio durante 5 minutos

Enjuague en varios cambios de agua destilada

Place en solucién incubando pre-calentado (25 ml solucion hecha a partir de (3% de hexamina y
10% de nitrato de plata) + H20 25 ml + 5 ml bérax Grocott) a 60°C en la oscuridad durante 20
minutos o hasta que los hongos estan ennegrecidas y el fondo es claro
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Enjuague en varios cambios de agua destilada

Tone en cloruro de oro 0,2% durante 4 minutos

Enjuague en agua

Fijar en el 5% de tiosulfato de sodio durante 5 minutos

Lave en agua. De contraste en solucién de trabajo de color verde claro durante 20 segundos
Lave en acido acético al 1%

Deshidratar, aclarar y montar

RESULTADOS:

Hongos hifas y levaduras Cuerpos - Negro

Antecedentes - verde pdlido

Imagen A2.1: Tincion de GMS de Criptococcus neoformans Fuente: (Histologia, Texto y Atlas color con Biologia Celular y Molecular

. Ross, Pawlina; Edicion; MédicaPanamericana).

TINCION DE ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS)

Este método de tincion se emplea para detectar polisacdridos en los tejidos, tanto
glucégeno como mucopolisacaridos. También es una buena tincién para membranas basales y
cartilago. Cualquier fijador es apropiado para esta técnica.

El mecanismo de coloracién de la tincidn de PAS no sélo por afinidad eléctrica, como los colorantes
habituales, sino que es una tincién histoquimica, es decir, se realiza una modificacidon quimica del
tejido previa a la coloracidn. Es el 4cido peryddico quien lleva a cabo esta reaccion.

PROCEDIMIENTO

Partimos de muestras que que han sido fijadas e incluidas en parafina. Estas muestras se han
cortado en secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos recubiertos con gelatina.
2x10 min en xileno para desparafinar

2x10 min en etanol 1002

10 min en etanol 962
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10 min en etanol 802

10 min en etanol 502

5 min en H,0 destilada

Acido peryédico al 0.5 % durante 5 min

Se oxidan las uniones carbono-carbono de los azucares para formar grupos aldehidos.
Varios lavados en H,0 destilada

Reactivo de Schiff durante 30 min en oscuridad (el tiempo depende de la temperatura)
Los grupos aldehidos reaccionan con el reactivo de Schiff (acido sulfuroso con fucsina) resultando
en un color rojo fucsia. Las secciones quedan de un color rosado intenso.

Se puede dar un paso con una solucién de metabisulfito potasico (o sédico) durante 2 minutos
para eliminar los residuos de reactivo de Schiff de la muestra.

5 min en agua corriente

Varios lavados en H,0 destilada

5 min en hematoxilina de Mayer

15 min en agua corriente

20 s en H,0 destilada

5 min en etanol 802

5 min en etanol 962

2x10 min en etanol 1002

2x10 min en xileno

Montado con medio de montaje

RESULTADOS

Glucidos: rosa intenso a fucsia

NOcIeos- azuI oscuro (en realidad se tiﬁe solo la cromatina)

Imagen A2.2: Secciones de parafina de 8 pm de grosor tefiidas con hematoxilina y eosina (A) y con PAS y hematoxilina (B). Las
secciones pertenecen a campos similares del digestivo. La tincion de fucsia corresponde al reactivo de Schiff, el cual marca
mucopolisacaridos de las células caliciformes. Fuente: Departamento de Biologia Funcional y Ciencias de la Salud. Facultad de Biologia.
Universidad de Vigo. Espaiia)
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TINCION DE GIEMSA:
FUNDAMENTOS:

Las técnicas en que se basan las tinciones hematoldgicas hacen uso de colorantes. Estos
interactian con los componentes celulares dispuestos a modo de frotis sanguineo sobre un
portaobjetos. Los colorantes son sustancias capaces de fijarse selectivamente segun su afinidad
guimica.

Un colorante tipo Romanowsky estd basado en el uso de una mezcla formada por un colorante
acido (eosina) y uno o varios colorantes basicos (azul de metileno, azur A, azur B y azur C). Las
tinciones que se realizan con este tipo de colorante se denominan tinciones pandpticas o tinciones
tipo Romanowsky.

La tincion de Giemsa estd catalogada como tincién tipo Romanowsky. Del mismo modo que su
colorante, que da nombre a la tincidn, estd catalogado también como colorante tipo Romanowsky.
El colorante de Giemsa es una solucién en metanol de un colorante acido (eosina) y dos colorantes
basicos (azur y azul de metileno). Estos colorantes tefiiran las estructuras celulares dependiendo de
su caracter acido o basico.

Procedimiento:

Llenar de agua la cubeta para que los colorantes no se peguen al fondo.

Colocar las varillas paralelas sobre los bordes de la cubeta.

Colocar las extensiones sanguineas sobre las varillas paralelas.

Cubrir las extensiones con metanol y esperar 4-5 minutos.

Decantar para eliminar el metanol.

Cubrir las extensiones con solucién extemporanea de Giemsa recién diluida a 1/10 (1 gota de
Giemsa por 9 gotas de agua destilada) y dejar actuar durante 25 minutos.

Lavar las extensiones con agua destilada para eliminar los restos de colorante.

Secar las extensiones al aire, colocas en vertical.

Observar los frotis sanguineos tefiidos al microscopio dptico.
2 < s o -
e (= ==

Imagen A2.3: Dermatofitosis con Giemsa. Fuente: (Jawetz 2014)
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TINCION DE ZIEHL-NEELSEN (BAAR)

La técnica de tincién de Ziehl-Neelsen se basa en el trabajo de cinco personas; Koch,
Ehrlich, Ziehl, Rindfleisch y Neelsen, pero se conoce popularmente como la tincién de
“Ziehl-Neelsen” (Giri D.2016). La tincion de Ziehl-Neelsen es usada para evidenciar la presencia de
bacterias alcohol-acido resistente, que por lo general se lo realiza en muestras de expectoracion,
pero también se lo hace en muestras de diferentes tejidos. La tincidn es muy importante en el
diagndstico de la tuberculosis pulmonar y de otras enfermedades producidas por bacterias acido
resistentes como la lepra (Ramos Jiménez, 2012).

REACTIVOS:

Los reactivos necesarios usados en la tincién Ziehl-Neelsen se basan en el manual del “AFIP”,
utilizado en el laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo.
(2015)

Carbol fucsina de Ziehl-Neelsen

Solucién de alcohol acido al 1%

Solucién matriz de azul de metileno

Solucién azul de metileno (solucidn diaria de trabajo) (Instituto de Patologia de las Fuerza Armadas
de los Estados Unidos de América, 1995).

TECNICA:

El procedimiento para realizar la tincidn Ziehl-Neelsen se basa en el manual del “AFIP”, utilizado en
el laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo. (2015)
Realizar la desparafinizacion y luego hidratar hasta llegar al agua destilada.

Teiiir las placas con la solucidn fresca de carbol fucsina, durante unos 30 minutos.

Después lavar bien con agua corriente

Provocar la decoloraciéon con la solucion de alcohol acido al 1% hasta que las secciones de tejido
presenten un color rosado palido.

Lavar bien con agua corriente durante unos 8 minutos.

Realizar la contrastacidon sumergiendo una placa a laves en la solucion diaria de azul de metileno.
Estas secciones deben ser de color azul pdlido, ya que el exceso de contraste puede ocultar los
bacilos.

Lavar con agua corriente y después con agua destilada.

Realizar una deshidratacion rapido con alcohol etilico del 95% y alcohol etilico absoluto, realizar 2
cambios cada uno y aclarar con xileno de igual forma por 2 minutos cada uno.

Finalmente se realiza el montaje con un medio resinoso y laminilla cubreobjetos (Instituto de
Patologia de las Fuerza Armadas de los Estados Unidos de América, 1995).

RESULTADOS:

Los resultados de la Tincidn Ziehl-Neelsen son basados en la descripcion del “AFIP”, utilizada en el
del laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo. (2015)

Bacilos alcohol-acido FeSIStENtES. ..o rojo brillante
ErtrOCIOS. ottt e —— amarillo-anaranjado Otros
elemMENtOS tiSUIArES. ...t azul
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(Instituto de Patologia de las Fuerza Armadas de los Estados Unidos de América, 1995, pag. 225).
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Imagen A2.5: Tincion de Ziehl-Neelsen modifi cado , 40X. Negativa para BAAR Se inici6 manejo antifungico con anfotericina B mas fl
ucitosina con un diagnoéstico defi nitivo de criptococosis diseminada con insufi ciencia pulmonar y adrenal.Fuente: (Salcedo, Juan &
Vera, Christian & Jaramillo, Luis. (2015). Cryptococcosis: a cause of adrenal insufficiency. A case report and literature review..
Universitas Médica. 56.)

TINCION DE BLANCO DE CALCOFLUOR:

La técnica quimiofluorescente es Util para la deteccibn de microsporidias
como Acanthamoeba spp., Pneumocystis jiroveci (antes Pneumocystis carinii) y Dirofilaria spp. Los
agentes quimiofluorescentes como calcofluor, Fungi-Fluor 6 Uvitex 2B, conocidos como agentes
luminiscentes dpticos, son agentes de tamizado rapidos y econdmico. Estos agentes son sensibles
pero no especificos ya que hacen fluorescer objetos y organismos que no son parasitarios. Esta
prueba debe ser una herramienta de tamizaje rapida y no utilizarse para la identificaciéon de
especies.

ESPECIMEN:

Prepare un frotis delgado utilizando aproximadamente 10 pl de heces frescas o conservadas
en un portaobjetos de vidrio. Los especimenes pueden incluir heces, orina, cultivos u otros tipos
de muestras. Se fijan por calor en una platina a 60°C hasta que la muestra este completamente
seca (de 5 a 10 minutos).

REACTIVOS

Se requieren las siguientes soluciones para los dos pasos del procedimiento:

Metanol absoluto

Reactivo blanco calcofluor al 0.01%: Prepare una solucidén salina amortiguada con Tris0.1M al con
0.01% pHde 7.2

PROCEDIMIENTO

Prepare un frotis delgado de heces, cultivo u otros materiales muestreados.

Fije el frotis con metanol por 30 segundos.
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Tifia con el reactivo blanco calcofluor al 0.01% por 1 minuto.

Enjuague con agua destilada y deje que el frotis seque.

Monte con un cubreobjetos de grosor #1.

Examine con un microscopio equipado con epifluorescencia con un filtro azul violeta con una
longitud de onda de 400 nm o menos.

Para buscar microsporidias, examine el frotis con un objetivo de aceite de inmersién de 50x ¢
100x. Las esporas de microsporidias fluoresceran con un color blanco azuloso brillante sobre un
fondo negro.

CONTROL DE CALIDAD

Se debe incluir en cada corrida una laminilla testigo de microsporidia conservada en formol al 10%.

Imagen A2.4: tincion de Blanco de Calcofluor Fuente: (Peman J, Martin-Mazuelos E, Rubio Calvo (2007) Guia Practica de Identificacion

y Diagnostico en Micologia Clinica Revista Iberoamericana de Micologia ISBN: 978-84-611-8776-8)
Bibliografia:

e Fundamento de la tincién con Azul de Coomassie y con Plata (Consultado
en:academia.edu/12280062/Fundamento_de_la_tinci%C3%B3n_con_Azul_de_Coomassie
_y_con_plata)

e Fundamentos de psicobiologia libro de practicas | (Consultado
en:books.google.com.mx/books?id=yigxYitcboC&pg=PA54&dg=tincion+de+luxol+fast+blue
&hl=es-419&sa=X&redir_esc=y#v=onepage&q=tincion%20de%20luxol%20fast%20blue&f=
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® Ldpez-Medrano R, Ovejero M, Calera J et al (1995) An immunodominant 90-kilodalton
Aspergillus fumigatus antigen is the subunit of a catalase. Infect Immun; 63: 4774-4780 [En
linea] recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC173684/
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ANEXO 4:

MEDIOS DE CULTIVO
AGARES PARA SIEMBRA MICOLOGICA

La mayoria de los hongos son nutricionalmente poco exigentes y desarrollan en medios sencillos
gue contengan medios sencillos que contengan hidratos de carbono como fuente de carbono
(glucosa, maltosa, sacarosa, almiddn, celulosa), sales de nitrégeno inorganico o peptonas, como
fuente de nitrégeno y pequefias cantidades de oligoelementos (Fe, Mg, P, K Zn,Cu, Mn y Mo). Hay
tres tipos generales de medios de cultivo para hongos.

1. Medios Naturales: Trozos o infusiones de frutas, vegetales, granos de cereales o tejidos
animales. Varian mucho en su composicion y no son reproducibles. Tampoco son de amplio uso.

2. Medios Semisintéticos: Extractos de plantas, peptonas, agar y otros compuestos son de amplio
uso.

3. Medios Sintéticos: Composiciéon quimica definida. Tal vez el mas conocido y utilizado de estos
medios es el Agar Sabouraud cuya descripcion se realiza a continuacion.

AGAR GLUCOSADO SABOURAUD

Este medio puede ser utilizado para el aislamiento, identificacién y conservacién de hongos
saprofitos y patdgenos. Es un medio nutritivo cuya alta concentracién de glucosa y el pH acido
actuan inhibiendo el desarrollo bacteriano. El agregado de antibiéticos aumenta la selectividad del
medio y permite eliminar bacterias y hongos saprofitos indeseables a partir de muestras
contaminadas. Los antibidticos que frecuentemente son utilizados son estreptomicina (100 ug/Lt),
cloranfenicol (500 mg/Lt) y cicloheximida (0.5 mg/Lt) los cuales son agregados al medio de cultivo
ya estéril y fundido a 45-50°C. Algunos cultivos no esporulan ni producen pigmento en agar de
Sabouraud. Para favorecer esto, han resultado utiles los medios especiales, como el agar con papa
y dextrosa, el agar con papa y zanahoria, el agar con harina de maiz, agar arroz, o agar de
Sabouraud con el agregado de tiamina e inositol.

AGAR CON PAPA Y DEXTROSA

Hervir las papas en agua durante 15 minutos, filtrar a través de un algoddn, y reponer el volumen
con agua. Agregar los ingredientes secos y disolver el agar por medio del calor. No es necesario
ajustar el pH. Distribuir en forma conveniente y autoclavar. Se emplea este agar para estimular la
produccion de esporos.

AGAR CON PAPAS Y ZANAHORIAS

Lavar las papas y las zanahorias, aplastarlas y colocarlas en agua destilada durante una hora. Hervir
durante 5/, filtrar por papel de filtro, reconstituir el volumen a 1l y agregar 15 g de agary 5 ml de
Tween 80. Autoclavar y distribuir. Este medio es excelente para demostrar las caracteristicas de
color de las colonias de hongos. Estudios morfolégicos de los hongos filamentosos El
reconocimiento de mohos o hongos filamentosos se basa en el estudio macroscépico vy
microscépico de las colonias.
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AUXONOGRAMA DEL CARBONO EN PLACA (ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS)

Medio base: se usa como soporte de los discos de azlcares y para observar el crecimiento de las
levaduras para su posterior identificacion.

Pesar:

Extracto de levadura 0,67 g

Agar noble 20 g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los ingredientes en agua destilada.

Poner en ebulliciédn por un minuto.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Conservar en refrigeracién a 4°C.

Discos de azlcares para el auxonograma del carbono
Discos de papel filtro estéril de 5 mm de didmetro.
Carbohidratos (glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa y rafinosa); 20 g de cada uno.
Agua destilada 100 mL por carbohidratos.
Procedimiento

Disolver cada tipo de azucar en 100 mL de agua.

Esterilizar por filtracién.

Sumergir en las distintas soluciones de azlcares durante 24 horas.

Colocar los discos de papel en una placa Petri y colocar en estufa a 37°C por 24 horas.
Guardar los discos en un frasco estéril de boca ancha.

Imagen A3.1:Auxonograma A: GLU-glucosa (+), XIL- xilosa (+),ADO-adonitol (+), GAL-galactosa (+),INO-inositol (-), SOR-sorbitol
(+),MDG-metil alfa-D-glucopirandsido (+).B: CEL-celobiosa (-), LAC-lactosa (-),MAL-maltosa (+), TREH-trehalosa(+),
MLZ-melecitosa (-), RAF-rafinosa(-) y AcL-4cido lactico (+); +: respuesta positiva; -: respuesta negativa. Fuente: (Lobaina Rodriguez T,
Zhurbenko R, Rodriguez Martinez C, et al (2010) Identificacion de especies de Candida de importancia clinica con un método
auxonograma modificado REV CUBANA MED TROP;62(1):48-57[En linea] recuperado de
http://scielo.sld.cu/pdf/mtr/v62n1/mtr08110.pdf)

AGAR ACEITE DE OLIVA

Pesar:

Agar Sabouraud dextrosa 6,5 g
Tween 80 2 mL

Aceite de oliva 2 mL

Vitamina A 10 gotas
Cloramfenicol 0,5 g

Agua destilada 100 mL
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Disolver el agar Sabouraud dextrosa en agua destilada.
Agregar los demads ingredientes.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Almacenar a 4°C.

Imagen A3.2: Agar aceite de oliva Fuente: (Guelfand L, Grisolia P, Bozzano C, Kaufman S. (2003) Comparison of methods for the
identification of the most common yeasts in the clinical microbiology laboratory. Rev Argent Microbiol.;35:49-53 [En linea] recuperado

de https://doi.org/10.1590/S0036-46652006000600002

AGAR DE DIXON MODIFICADO

Pesar:

Extracto de Malta 36 g

Peptona6g

Agarl2g

Buey de bilis disecada 20 g

Tween 40 10 mL

Monooleato de glicerol 2 mL

Acido oleico 2 mL

Agua destilada 1000 mL

Disolver los ingredientes por 15 minutos en un poco de agua.
Agregar el volumen restante y ebullir.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Repartir en tubos de vidrio estériles en posicidén de plano inclinado.
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Imagen A3.3: Crecimiento de Malassezia spp en medio Dixon modificado Fuente: (Bejar V, Rojas C,Guevara G,et al (2014)
Identificacion de especies de Malassezia aisladas de piel sana en pobladores de Lima, Pertt An. Fac. med. vol.75 no.2[En linea]

recuperado de .http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1025-55832014000200014)

CALDO SABOURAUD
Triptona 150¢
Peptona de soja 50¢g
L-Cystina 0,7g
Cloruro Sédico 40¢g
Sulfito sddico 02¢g
Glucosa 55g
Lecitina de huevo 10g
Octoxynol 9 10g
(Férmula en g/l) pH:7,0+0,2
PREPARACION

Disolver 31,4 g en 1 litro de agua bidestilada que contenga 5 ml de Polisorbato-Tween 80
atemperado, calentando en agitacidn hasta ebullicién al menos 30 minutos hasta obtener una
dispersion homogénea. Autoclavar 15 minutos a 121 2C. No sobrecalentar.

E

]

Imagen A3.4 : Izq Caldo sin Inocular Der. Caldo inoculado Fuente: (Arenas 2014)
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AGAR ARROZ

Pesar:

Arroz 200 g

Agarl5g

Agua destilada 1000 mL

Hervir el arroz durante 30 minutos.
Filtrar con gasa.

Completar al volumen final.
Agregar el agar.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
Repartir en placa Petri estéril.
Conservar en refrigeracion a 4°C.

Imagen A3.5: Agar Harina de Arroz en tuvo y en placa Fuente: (Arenas 2014)

AGAR HARINA DE MAiz

Se utiliza para la produccion de seudohifas de levaduras del género
Candida y produccién de clamidoconidios de C. albicans.
Composicion:

Harina de maiz 62,5 g

Agua destilada 1500 mL

Tween8015¢g

Agar 19 mL

Procedimiento:

Disolver la harina de maiz en el agua destilada.

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Filtrar a través de papel filtro y reconstituir el anterior volumen.
Afadir el agar.

Afadir el tween 80,
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Esterilizar a 120°C durante 20 minutos.

= -

Imagen A3.6: Siembra de C. albicans en Agar Corn meal y produccion de clamidoconidias Fuente: (Arenas 2014)

AGAR PAPA DEXTROSA

Permite la observacion de las levaduras a diferentes temperaturas.
Pesar:

Papa 200 g

Dextrosa 10 g

Agar20g

Agua destilada 1000 mL

Pelar y cortar la papa en trozos pequefios.

Disolver la dextrosa en agua y agregar los demas ingredientes. Hervir 30 minutos y filtrar con gasa.
Completar el volumen.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Repartir.

Candida albicans Aspergillus niger
ATCC™ 10231 o T ATCC™ 16404

Saccharomyces Trichophyton
cerevisiae mentagrophytes
ATCC™ 9783 ATCC™ 9533

Imagen A3.6: Agar Papa Dextrosa Fuente: (Forbes B, Sahm D, Weissfeld A. (2009). Diagnoéstico Microbiolégico de Bailey & Scott. 12
ed. Editorial Panamericana S.A. Argentina.)
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AGAR MICOSEL O MICOBIOTICO

Permite distinguir la susceptibilidad a la cicloheximida o actidione.
Seguir las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Dispensar en tubo de vidrio estéril y colocar en forma de plano inclinado.

Almacenar a 4°C.

Imagen A3.7: 1) Crecimiento en Agar Papa Dextrosa, 2) Crecimiento en Agar Dextrosa Sabouraud, 3) Crecimiento en Agar Micocel
Fuente: (Forbes B, Sahm D, Weissfeld A. (2009). Diagnostico Microbioldgico de Bailey & Scott. 12 ed. Editorial Panamericana S.A.

AGAR CZAPEK — DOX

Se emplea para la identificacion de Aspergillus spp y Penicillium Spp.

Pesar:

Sacarosa30g

Nitrato de sodio 2 g
Fosfato dipotasico 1 g
Sulfato de magnesio 0.5 g
Cloruro de potasio 0.5 g
Sulfato ferroso 10 mg
Agarl5g

Agua destilada 1000 mL

Disolver por calor todos los ingredientes.

Colocar en ebullicién por diez minutos.
Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Envasar.
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Imagen A3.8: Agar Czapek Dox Fuente: (duchefa-biochemie)

AGAR SEMILLA DE GIRASOL (AGAR DE STAIB O AGAR NIGER SEED)

El medio de cultivo contiene acido cafeico contenido en el extracto de la semilla de girasol
(Guizzotia abbisinica) que permite detectar la enzima fenol oxidasa desarrollada por Cryptococcus
neoformans. La reaccion enzimatica produce melanina, la cual es absorbida por la pared celular del
hongo produciendo un color marrén.

Pesar:

Glucosa1,0g

Creatina 0,78 g

Agar18,0¢g

Cloramfenicol 0,05 g

Extracto de semilla de girasol 350 mL

Calentar hasta disolver. Distribuir 50 — 100 mL por frasco.

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

La preparacién del extracto consiste en Pulverizar las semillas de girasol.

Pesar 70 g del pulverizado y suspenderlo en 350 mL de agua destilada. Hervir. Filtrar con gasa.
Autoclavar 15 minutos a 121°C. Mantener en refrigeracidén con cierre hermético.

En el momento de usar, fundir el medio y plaquear. Emplear un control positivo de Cryptococcus
neoformans, el cual desarrollara una pigmentacién marrdn y un control negativo de Candida spp.
que desarrollara de color blanco.
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Imagen A3.9: Cultivo mixto de Cryptococcus neoformans y Candida albicans en medio Semilla de Girasol Fuente: (Forbes B, Sahm D,
Weissfeld A. (2009). Diagndstico Microbiologico de Bailey & Scott. 12 ed. Editorial Panamericana S.A. Argentina.)

AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Se le emplea para el aislamiento primario, identificacion y mantenimiento de la mayoria de los
hongos patégenos. Para mejorar la inhibicion bacteriana se puede adicionar cloramfenicol 0,5 g/L.
Pesar:

Peptona 10 g

Glucosa 20 g

Agar20g

Agua destilada 1000 mL

Disolver los ingredientes en el agua destilada.

Controlar el pH a 5,6.

Esterilizar a 121 2C por 15 minutos.

Verter en tubos o placas.

MEDIO BASE PARA AZUCARES

Se emplea para proporcionar los requerimientos nutricionales para el desarrollo de levaduras.
MEDIO BASE

Pesar:

Peptona5g

Extractodecarnelg

Cloruro de sodio5 g

Agar15g

Agua destilada 990 mL

Pdrpura de bromocresol 10 mL

Disolver y autoclavar.

El pH final es de 5,6.

INDICADOR

Pesar:

Pdrpura de bromocresol 0,1 g

Hidréxido de sodio 0,01 N 18,5 mL

Diluir a 250 mL con agua destilada obteniendo una concentracién al 0,04%.

AZUCARES

Pesar 10 g de cada uno de los siguientes azucares: glucosa, lactosa, sacarosa, galactosa, maltosa y
rafinosa.

Disolver en agua destilada estéril y esterilizar por filtracion (didmetro del filtro 0,2 um)
Concentracion final de cada azucar: 10%. Mezclar cada azucar con el medio base que se encuentra
a 45— 50°C. Repartir en tubos de vidrio con tapa rosca. Controlar a 37°C por 24 horas.

AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON

Este medio de cultivo favorece la conversion de algunos hongos dimarficos.

Fundamento
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Es un medio de cultivo nutritivo para aislar microorganismos moderadamente exigentes,
pudiéndose aumentar su enriquecimiento con la adicidn de sangre y otros suplementos nutritivos.
Es un medio de cultivo no selectivo, por tanto permite el crecimiento de la mayoria de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas, asi como también de algunos hongos. Sin embargo, se puede
convertir en selectivo con la adicién de antibidticos.

El medio contiene infusidn de cerebro y corazén de ternera, hidrolizado péptico de tejidos
animales e hidrolizado pancreatico de caseina; todos estos compuestos actian como fuentes de
vitaminas, aminoacidos, nitrégeno y carbono.

La glucosa es un carbohidrato que proporciona energia a los microorganismos una vez que estos lo
han fermentado. En tanto que, el cloruro sédico y el fosfato disddico mantienen el equilibrio
osmético y proporcionan un pH cercano a la neutralidad. Finalmente, el agar da la consistencia
sélida al medio.

Preparacién

Pesar 52 gramos del medio deshidratado y disolver en un litro de agua destilada. Llevar la mezcla a
una fuente de calor hasta hervir, agitando frecuentemente durante el proceso de disolucién.

Se pueden preparar cuias o placas de agar BHI sin aditivos.

Cufias

Para la preparacidn de cuiias servir la preparacion hasta rellenar la mitad de cada tubo, tapary
esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos, al salir acostar sobre una base hasta que
solidifiquen. Posteriormente guardar en nevera hasta su uso.

Placas

La mezcla disuelta se autoclava a 121°C por 15 minutos, al salir se deja enfriar hasta 50°Cy se
sirven 20 mL del medio en placas de Petri estériles. Se dejan solidificar, se invierten y se guardan en
nevera hasta su uso. Dejar que las placas tomen temperatura ambiente antes de sembrar.

El pH del medio debe quedar en 7,4 £0,2.

El medio sin preparar es de color beige y preparado es de color ambar claro.

AGAR UREA

Permite evidenciar la produccién de ureasa por Cryptococcus neoformans, algunas especies de
Candida sp. Rodotorula spp. y Trichosporon spp.

Pesar:

Dextrosalg

Peptonalg

Cloruro de sodio5 g

Monofosfato de potasio 2 g

Urea20g

Agarl5g

Rojo fenol 12 mg

Agua destilada 1000 mL

Disolver la urea en 100 mL de agua destilada y esterilizar por filtracién.

Disolver los ingredientes restantes en 900 mL de agua destilada.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Enfriar hasta unos 45— 50°C.
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Agregar la soluciéon de urea en un area estéril.

AGAR UREA DE CHRISTENSEN MODIFICADO POR PHILPOT (PARA DIFERENCIACION DE
DERMATOFITOS)

Peptonalg

Cloruro de sodio5 g

Glucosa5g

Fosfato acido de potasio 2 g

Urea20g

Rojo de fenol al 0,2% 5 mL

Agar20g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

Preparar la solucion de Rojo de fenol disolviendo 0,2 g del indicador en 100 mL de etanol 50%.
Disolver todos los componentes, excepto el agar, en 100 mL de agua destilada y esterilizar por
filtracion.

Ajustar el pH a 6,8.

Disolver 20 gramos de agar en 900 mL de agua destilada y esterilizar a 121°C 15 minutos.

Enfriar el agar 55- 60 2C y agregarle la primera solucidn.

Mezclar y distribuir estérilmente a razén de tres ml por tubo 13 x 100 mm con tapa a rosca
Técnica: Transferir una pequefia cantidad de micelio de un cultivo de 10 dias sobre agar Lactrimel o
Sabouraud de la cepa incégnita en el medio de agar urea de Christensen modificado por Philpot.
Incubar a 25-28 2C y leer diariamente hasta el séptimo dia, pasado este tiempo pueden observarse
falsos positivos. Simultdneamente se deben incubar tres tubos controles: positivo (inoculado con T.
mentagrophytes), negativo (inoculado con T. rubrum) y un tercer tubo sin inocular.

Lectura:

Se interpreta como positiva la aparicion de color rojo magenta en el medio de cultivo donde se
inoculd la cepa incdgnita. Si el color original no se modifica o se torna amarillo la prueba es
negativa. Es necesario asegurar la pureza de la cepa en estudio ya que las bacterias pueden
producir ureasa Interpretacion: La produccién de ureasa en 7 dias es especialmente (til para
diferenciar . mentagrophytes y T. rubrum y puede utilizarse ademas para estudiar aislamientos
atipicos de dermatofitos. Con respecto a las cepas mencionadas anteriormente el test tiene una
especificidad del 90%, lo que es coincidente con el test de perforacién del pelo, de tal modo que
usandolos juntos se obtienen buenos resultados.

Imagen A3.10: Urea Fuente: (Arenas 2014)
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CRECIMIENTO EN DTM (MEDIO PARA AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE
DERMATOFITOS)

Sobre este medio se pueden sembrar directamente los materiales provenientes de las lesiones o
bien inocular estérilmente, con un pequefio fragmento de la cepa en estudio. Incubar no mas de
14 dias a 22 - 30 C. Es conveniente realizar una observacion al séptimo dia. Este medio utilizado
para primo aislamiento permite una mayor recuperacién de dermatofitos, sobre todo de muestras
provenientes de zonas muy contaminadas como uiias y pie.

Medio para ensayo de dermatofitos (DTM) (Taplin D; 1969)

Phytone (BBL) 10 g

Glucosa10g

Agar agar (BBL o Difco) 20 g

Rojo de fenol (solucién) 40 mL HCI 0,8 M 6 mL

Cicloheximida (Actidione) 0,5 g

Sulfato de gentamicina 100 ug/ mL

Clortetraciclina 100 ug/mL AD c.s.p. 1.000 mL

Disolver la fitona, la glucosa y el agar en el AD calentando en BM.

Adicionar 40 mL de solucién de rojo de fenol agitando bien.

Ajustar el pH del medio agregando 6 mL de HCI 0,8 M, mezclando continuamente.

Disolver 0,5 g de cicloheximida en 2 mL de acetona y agregar a la preparacién anterior, mezclar
bien.

Disolver el sulfato de gentamicina en 2 mL de AD estéril y agregar a la preparacién anterior
agitandolo bien.

Llevar a la Autoclave a 118°C durante 10 minutos. Enfriar a 50-55 2C y agregar estérilmente la
clortetraciclina disuelta en 25 mL de AD estéril, mezclar y fraccionar estérilmente a razén de 7 mL
en tubos de ensayo e inclinar para que se forme el bisel.

El pH final del medio es 5,5 + 0,1 y su color amarillo.

Observaciones: se puede sustituir la gentamicina y la tetraciclina por cloranfenicol, el que se usa a
una concentracién de 250 mg por litro de medio de cultivo. La ventaja del uso de éste antibidtico
es que se puede agregar al medio antes de esterilizarlo. Solucién de rojo de fenol

Disolver 0,5 g de Difco Bacto Phenol Red en 15 mL de NaOH 0,1 N y adicionarle 100 mL de AD
mezclando bien.

Solucién de cloranfenicol Disolver 250 mg de cloranfenicol en 10 mL de alcohol etilico, mezclar bien
y agregar al medio de cultivo. Interpretacion: Los dermatofitos viran el color del medio del amarillo
al rojo debido a la produccion de dlcalis, mientras que los contaminantes no producen este viraje.
Ademas, el medio contiene cicloheximida (actidione), que inhibe el crecimiento de muchos mohos
no dermatofitos; no obstante, algunos son resistentes a la cicloheximida y ademas pueden virar el
indicador ( Ej: Acremonium, Scopulariopsis, Verticillium, etc).

No es un test confirmatorio sino presuntivo, ya que algunos dermatofitos tardan mas de 14 dias en
desarrollar (T. verrucosum)

CRECIMIENTO SOBRE GRANOS DE ARROZ (Conant y Col. 1971)

MEDIO DE ARROZ

Arroz blanco 8 g
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AD 25 mL

Colocar los granos de arroz y el AD en un Erlenmeyer de 125 mL, o en un tubo 150x20 mm.

Llevar a la autoclave a 120°C durante 15 minutos.

Técnica:

e Inocular un fragmento de la cepa de dermatofito en estudio, en el tubo con el medio de arroz.

e Incubar a 25°C y examinar el crecimiento luego de 10 a 15 dias.

Lectura:

El resultado se lee como positivo si hay crecimiento abundante y como negativo si no hay
desarrollo o es escaso. Interpretacion: Este medio se utiliza para diferenciar aislamientos no
esporulados del complejo de especies M. canis (da una colonia exuberante) y M. audouinii (crece
muy poco o no lo hace). También estimula la produccidn de esporos en muchos Trichophyton spp.
PRUEBAS DE REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Estas pruebas quedan reservadas para laboratorios de referencia; no obstante, sus resultados son
variables y no siempre reproducibles debido a que es muy dificil estandarizar el inéculo. Se utilizan
los medios Bacto Trichophyton Agar Difco 1 al 7

PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE LEVADURAS PRODUCCION DE TUBO GERMINATIVO

Esta prueba es considerada hasta el presente como una la mas confiable para identificar
presuntivamente a C.albicans, tiene una exactitud del 95%-100% cuando se compara con la
identificacion convencional y permite realizar una identificacién rapida.

Técnica:

Hacer una suspensién ligera (100.000 a 1.000.000 de células/mL) de un cultivo de 24 hrs de la cepa
en estudio, en 0,5 mL de suero bovino. La suspensién puede hacerse tocando la superficie de una
colonia con la punta de una pipeta Pasteur estéril y luego emulsionando suavemente las células
adheridas a la pipeta, en el suero. Incubar a 37°C y observar microscdpicamente cada media hora,
hasta las tres horas. Es necesario inocular simultdneamente un testigo positivo (C. albicans) y uno
negativo (C. guilliermondii u otra).

Interpretacion: El tubo germinativo se ve como una proyeccion filamentosa delgada, que no
presenta constriccion en el punto de origen.

il
f’\l. - ,-!

e

Imagen A3.11: Crecimiento de Candida albicans en tuvo germinativo Fuente: (Forbes B, Sahm D, Weissfeld A. (2009). Diagnostico
Microbiolégico de Bailey & Scott. 12 ed. Editorial Panamericana S.A. Argentina.)
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PRODUCCION DE CLAMIDOCONIDIOS (CLAMIDOSPOROS)

La formacidon de clamidoconidios en "cultivo naciente" es caracteristica de C. albicans. Son esporas
de resistencia, redondas, refringentes, de pared engrosada y ricas en lipidos.

Imagen A3.12: A. Representacion grafica del Complejo Candida albicans en agar harina de maiz. B. Clamidosporas del Complejo

Candida albicans vista al microscopio, formadas en agar harina de maiz. Fuente: (A. GrahamColm [CC BY-SA 3.0
(https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)]/ B. By: CDC/Dr. William Kaplan, Courtesy: Public Health Image Library.

MEDIO DE BILIS DE FEO

Bilis (Bacto Oxgall) 20 g

Agarlg

Cloranfenicol 250 mg

AD c.5.p.1000 mL

e Disolver los 250 mg de cloranfenicol en 10 mL de alcohol etilico 96°

* Mezclar los componentes y fundir en BM.

e Ajustar el pH a 6-7.

* Fraccionar a razén de 3 mL por tubo de 13 x 100 mm. e Esterilizar a 121 2C 15 minutos. Agar
harina de maiz Harina de maiz amarillo 12,5 g Agar 3,8 g AD c.s.p. 300 mL

¢ Disolver la harina en 300 mL de agua destilada calentando en BM de 602C durante 1 hora.

e Filtrar a través de papel y llevar a volumen con agua destilada.

e Agregar el agar y llevar a la Autoclave a 121 2C 5 minutos.

¢ Sin dejar enfriar refiltrar a través de algoddn y fraccionar.

e Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Procedimiento:

e Inocular con un cultivo en crecimiento activo un tubo de medio semisélido de Bilis de Feo o por
puncion en un medio de harina de maiz.

e Incubar a 25 -28 °C durante 48 has. y observar; si es negativo dejar hasta 5 dias. Pasado este
lapso de tiempo el ensayo no es apto para identificar presuntivamente a C. albicans ya que en
cultivos viejos otras levaduras pueden formar clamidosporas (por ejemplo T. cutaneum).
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Interpretacion:
Esta prueba es positiva en el 68% de las cepas de C. albicans y solo tiene un error del 3% respecto a

la incorrecta identificacién de otra levaduras no C. albicans.

Imagen A3.12: Crecimiento en medio Bilis Fuente: (Cientifica Senna)

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

Fermentacion de Glucosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa y Lactosa (Zimograma)

Las pruebas fermentativas se basan en la propiedad que tienen ciertas levaduras de utilizar
azucares en anaerobiosis. Esta propiedad varia desde una fermentacion vigorosa a ausencia de

fermentacion segun los géneros de las levaduras que se traten.
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Imagen A3.13: Zimograma Fuente: (API 20 E) Biomerieux)
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Asimilacién de compuestos carbonados y nitrogenados por el método auxonografico.

La asimilaciéon de compuestos carbonados permite determinar qué azucares puede utilizar por via
oxidativa la levadura para crecer. Se realiza re suspendiendo la levadura en un medio sélido libre de
azucares fundido a 45°C que se deja solidificar y luego sobre su superficie se colocan discos de
papel embebidos con los azlcares.

Se interpreta como positiva cuando se observa un halo de desarrollo alrededor del disco. La
glucosa se utiliza como control positivo ya que es asimilada por todas las levaduras. La asimilacién
de compuestos nitrogenados se basa en la capacidad de asimilar compuestos nitrogenados. La
técnica es similar a la de azlcares, pero se utiliza un medio sélido que no contiene fuentes de
nitrégeno y los discos estan embebidos con fuentes nitrogenadas.

Se interpreta como positiva cuando se observa un halo de desarrollo alrededor del disco. La
peptona se utiliza como control positivo y siempre debe ser incluida en la prueba. Utilizando estas
pruebas y complementandolas con la morfologia macro y microscdpica de las células de levaduras
se pueden identificar todas las especies. La asimilacidn de fuentes de carbono y nitrégeno también
puede hacerse en medio liquido.
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Imagen A3.14: Auxonograma Fuente: (API 20 C Biomerieux)

MEDIOS DE CULTIVO

AGAR SABOURAUD GLUCOSADO (SDA)
Glucosa40 g

Peptona (Difco) 10 g

Agar (Difco) 15 g

AD c.s.p. 1000 mL

e Fundir el agar en el agua en BM.

» Agregar la glucosa y la peptona y homogeneizar.
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e Fraccionar a razén de 7 mL por tubo y esterilizar a 121 2C durante 15 minutos. Dejar enfriar en
bisel o pico de flauta.

Agar Sabouraud - cloranfenicol

Al agar Sabouraud glucosado se le agregan 250 mg de cloranfenicol (deltamicetina) disuelto en 10
mL de alcohol etilico 952. Esterilizar a 121 2C, 15 minutos.

AGAR SABOURAUD - CLORANFENICOL - CICLOHEXIMIDA

Al agar Sabouraud glucosado se le agregan 250 mg de cloranfenicol (deltamicetina) disuelto en 10
mL de alcohol etilico 952 y 400 mg de cicloheximida (Actidione) disuelta en 10 mLde acetona.
Esterilizar a 121 2C durante 15 minutos.

AGAR SABOURAUD ADICIONADO CON BILIS DE BUEY (para Malassezia spp.)

Glucosa 20 g

Peptona (Difco) 10 g

Agar (Difco) 15 g

Bilis de buey (Bacto Oxgall) 20 g

AD c.s.p. 1000 mL

¢ Fundir el agar en el agua en BM.

e Agregar la glucosa, la peptona y la bilis de buey. Homogeneizar.

e Fraccionar a razén de 7 mL por tubo y esterilizar a 1212C durante 20 minutos.

e Dejar enfriar en bisel. Ademas de este medio se puede utilizar Agar Sabouraud Glucosado
adicionado con 3 o 4 gotas aceite de oliva estéril en su superficie.

LACTRIMEL (Medio de Borelli)

Miel de abeja 10 g

Harina de trigo 20 g

Agar (Bacto-Difco) 12 g

Leche entera 200 mL

AD c.s.p 1.000 mL

Cloranfenicol 250 mg

¢ Disolver poco a poco la harina en la leche y luego agregarle la miel y el agua, mezclar bien.

e Fundir en BM el agar y agregar los componentes antes mezclados.

e Agregar el cloranfenicol disuelto en 5 mL de alcohol etilico.

e Fraccionar en tubos de ensayo a razén de 7 mL por tubo o Erlenmeyer para luego hacer placas.
e Esterilizar a 118 2C durante 20 minutos y estriar los tubos para cultivo primario. Si se desea hacer
placas distribuir estérilmente a razén de 20 mL por placa de Petri, antes que el medio de cultivo
solidifique.

MEDIO DE DIXON PARA RECUPERACION DE Malassezia sp.

Extracto de malta 3,6 g

Peptona 0,6 g

Bacto Oxgall 2 g

Tween401g

Glicerol 0,5 g

Agarl5g

Agua c.s.p. 100 mL
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Fundir el agar en el agua en B.M.

Agregar la glucosa, la peptona, el Bacto Oxgall , el Tween y el glicerol. Homogeneizar.
Fraccionar a razén de 7 mL por tubo y esterilizar a 1212C durante 20 minutos.

Dejar enfriar en bisel

NOTA: en este medio hay una mejor recuperacion de las especies de Malassezia, sobre todo de
Malassezia globosa que necesita requerimientos especiales para su desarrollo.

Auxonograma del carbono en placa:

Se fundamenta en el empleo de diversos nutrientes hidrocarbonados o nitrogenados sobre un
medio sintético base, para observar el crecimiento selectivo de una levadura alrededor de los
nutrientes necesarios para su desarrollo. Los medios de cultivo se comercializan deshidratados
como medio base de levaduras, siendo los mas usados:

Procedimiento:

Imagen A3.15: Auxonograma Fuente: (Arenas 2014)
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MANEJO DEL MICROSCOPIO

1. Colocar el objetivo de menor aumento en posicién de empleo y bajar la platina completamente.
Si el microscopio se recogié correctamente en el uso anterior, ya deberia estar en esas condiciones.
2. Colocar la preparacién sobre la platina sujetandola con las pinzas metalicas.

3. Comenzar la observacion con el objetivo de 4x (ya esta en posicidn) o colocar el de 10 aumentos
(10x) si la preparacion es de bacterias.

4. Para realizar el enfoque:

a) Acercar al maximo la lente del objetivo a la preparacidn, empleando el tornillo macrométrico.
Esto debe hacerse mirando directamente y no a través del ocular, ya que se corre el riesgo de
incrustar el objetivo en la preparacion pudiéndose dafiar alguno de ellos o ambos.

b) Mirando, ahora si, a través de los oculares, ir separando lentamente el objetivo de la
preparacién con el macrométrico y, cuando se observe algo nitida la muestra, girar el micrométrico
hasta obtener un enfoque fino.

5. Pasar al siguiente objetivo. La imagen deberia estar ya casi enfocada y suele ser suficiente con
mover un poco el micrométrico para lograr el enfoque fino. Si al cambiar de objetivo se perdid por
completo la imagen, es preferible volver a enfocar con el objetivo anterior y repetir la operaciéon
desde el paso 3. El objetivo de 40x enfoca a muy poca distancia de la preparacién y por ello es facil
gue ocurran dos tipos de percances: incrustarlo en la preparacién si se descuidan las precauciones
anteriores y mancharlo con aceite de inmersién si se observa una preparacion que ya se enfoco
con el objetivo de inmersién.

6. Empleo del objetivo de inmersidn:

a) Una vez enfocada la preparacién con el objetivo de 40x girar el revolver para seleccionar el
objetivo de inmersién.

b) Subir totalmente el condensador para ver claramente el circulo de luz que nos indica la zona que
se va a visualizar y donde habra que echar el aceite.

c) Girar el revdlver hacia el objetivo de inmersidén dejandolo a medio camino entre éste y el de x40.
d) Colocar una gota minima de aceite de inmersidn sobre la preparacién (la zona iluminada).

e) Terminar de girar suavemente el revolver hasta la posicion del objetivo de inmersion.

f) Mirando directamente al objetivo, subir la platina lentamente hasta que la lente toca la gota de
aceite. En ese momento se nota como si la gota ascendiera y se adosara a la lente.

g) Enfocar cuidadosamente con el micrométrico. La distancia de trabajo entre el objetivo de
inmersion y la preparacion es minima, aun menor que con el de 40x por lo que el riesgo de
accidente es muy grande.

h) Una vez se haya puesto aceite de inmersion sobre la preparacion, ya no se puede volver a usar el
objetivo 40x sobre esa zona, pues se mancharia de aceite. Por tanto, si desea enfocar otro campo,
hay que bajar la platina y repetir la operacion desde el paso 3.

i) Una vez finalizada la observacion de la preparacion se baja la platina y se coloca el objetivo de
menor aumento girando el revdlver. En este momento ya se puede retirar la preparacién de la
platina. Nunca se debe retirar con el objetivo de inmersién en posicidon de observacion.

j) Limpiar el objetivo de inmersién con cuidado empleando un papel especial para dptica.

k) Comprobar también que el objetivo 40x estd perfectamente limpio.

MANTENIMIENTO Y PRECAUCIONES
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1. Al finalizar el trabajo, hay que dejar puesto el objetivo de menor aumento en posicion de
observacién, asegurarse de que la parte mecdnica de la platina no sobresale del borde de la misma
y dejarlo cubierto con su funda.

2. Cuando no se esta utilizando el microscopio, hay que mantenerlo cubierto con su funda para
evitar que se ensucien y dafien las lentes. Si no se va a usar de forma prolongada, se debe guardar
en su caja dentro de un armario para protegerlo del polvo.

3. Nunca hay que tocar las lentes con las manos. Si se ensucian, limpiarlas muy suavemente con un
papel de filtro o, mejor, con un papel de éptica.

4. No dejar el portaobjetos puesto sobre la platina si no se esta utilizando el microscopio.

5. Después de utilizar el objetivo de inmersién, hay que limpiar el aceite que queda en el objetivo
con pafuelos especiales para dptica o con papel de filtro (menos recomendable). En cualquier caso
se pasara el papel por la lente en un solo sentido y con suavidad. Si el aceite ha llegado a secarse y
pegarse en el objetivo, hay que limpiarlo con una mezcla de alcohol-acetona (7:3) o xilol. No hay
que abusar de este tipo de limpieza, porque si se aplican estos disolventes en exceso se pueden
dafar las lentes y su sujecion.

6. No forzar nunca los tornillos giratorios del microscopio (macrométrico, micrométrico, platina,
revolver y condensador).

7. El cambio de objetivo se hace girando el revdlver y dirigiendo siempre la mirada a la preparacion
para prevenir el roce de la lente con la muestra. No cambiar nunca de objetivo agarrandolo por el
tubo del mismo ni hacerlo mientras se esta observando a través del ocular.

8. Mantener seca y limpia la platina del microscopio. Si se derrama sobre ella algun liquido, secarlo
con un pano. Si se mancha de aceite, limpiarla con un pafio humedecido en xilol.

9. Es conveniente limpiar y revisar siempre los microscopios al finalizar la sesion practica v, al
acabar el curso, encargar a un técnico un ajuste y revision general de los mismos.

cabezal _

brazo-—_, __ "portaobjettvos
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Sistema Optico
OCULAR: Lente situada cerca del ojo del observador. Amplia la imagen del objetivo.
OBIJETIVO: Lente situada cerca de la preparacion. Amplia la imagen de ésta.
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CONDENSADOR: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la preparacion.
DIAFRAGMA: Regula la cantidad de luz que entra en el condensador.

FOCO: Dirige los rayos luminosos hacia el condensador.

Sistema mecdnico

SOPORTE: Mantiene la parte 6ptica. Tiene dos partes: el pie o base y el brazo.

PLATINA: Lugar donde se deposita la preparacion.

CABEZAL: Contiene los sistemas de lentes oculares. Puede ser monocular, binocular.
REVOLVER: Contiene los sistemas de lentes objetivos. Permite, al girar, cambiar los objetivos.
TORNILLOS DE ENFOQUE: Macrométrico que aproxima el enfoque y micrométrico que consigue el
enfoque correcto.
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