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1) Hongos

€En la sctualidad se usa el términc hongo pars designar a -
los organismos eucariéticos,portadores de espares,aclorofflicos
que se reproducen sexual y/o asexuvalmente y cuyas .ntiucturuo -
sombticas,remificedes y filamentosas estan rodeades por parsdes
celulares gua contienasn quitina o celuloss, © ambas sustancias,

junto con otras muchas moléculas orglnices complejas (3).

lelele Importancia clinicas

Algqunos factores como la movilidad de las poblaciones humg
nas y sl amplic uso terepbutico de drogas que alteran las inmu-
nodefansas hacen necesarias técnices de aislamiento e identifi-
cacifn de hongos patdgenos (21).

'  Los datos clinicos de las micosis son como en tadas las «-
-especialidades, el punto de partida méas importante pare sfec--«
tuar un disgnéstico acertado.la ocupacién del pacisente tasbifdn-
tiene gran isportancia pars la orientacifén diagnéltici (21,22).
i ' Los estudios como biowstrfa howm&tica,quinica sanguinea,son
da gr-n.nyud. depandisndo del iipo de micosis.

Los pscientes tratados con drogas que sltersn inmunodefen-
sss son susceptibles a infeccién por hongos que normalments se-
consideraben sepréfitos inofensivos, los pacisntes con diabetes
melitus son taesbiln susceptibles a infoccionss serias por hone=
998 no connidot.dns patégenocs humanos (24).

Las muestras clinicas de las cuales pusds nillirl. hongos~

son por lo general: Escamas de piel,sscrecicnes oculares,ufias,-
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pus, esputo, abscesos, orina, heces, exudados faringeos,nasal,-
¥y vaginal.

"1.1.2. Medios de cultive .

El pronto tratamiento de las muestras clfnicas recién toms
das y el agregado de antibidticos a musstras contaminadas son -
dos pasos que pueden ‘seguirse para mejorar les posibilidades de
aislamisnto de hongos.La salaccifin de medios parz llevar a pla~-
cas muestras sospechosas de contensr hongos debe considaerarss -
cuidedosamante (24).

Dos tipos generales de medios de cultivo son ssenciasles --
pere el spislamiento primario deo hongos de muestras clinicsa, un
medio dabs ssr no selaectivo, as daecir que permite el desarrollo
de virtuslmonte todes les aspacies fungicas.

) €1 agsr glucosa de Sabouraud es el medio de sislamiento =
‘més conunmente empleacdo.Su bajo pH inhibe el dosscrrollo de nmu--
chas especics bacterisnss contaminantes gue pueden ester pro---
sentes en la muestra (21).

€1 sagundo tipo de medio Gtil pera al sislemiento flngico-
primaric es uno salsctivo para hongos.Esto se consigue comunmen
<t sgregando antitifticos a un medio basal no sclective, a fin-
do inhibir la contaminacién bacterisna (21).

Las combineciones de penicilina (20 unidedes/ml),y astrep-
“tomicina (40 unidades/ml) © gentamicinm (5 microgramos/;ml) pue-

den utilizerse pers inhibir el desarrollo de bacteriss (21).



Se puede agreger cicloheximide, en una‘concenttaclén de ==
0.5 mg/ml,a fin de impedir el sobrecracimisnto de algunos hon--
gos de desarrollo rnfs rédpido que puedan conteminar las places -
de cultivo (21).

Les combincciones de antibibticos ese pueden agreger a une-
varisdad de bases de cultive,incluyendo el asgar glucoses de Sa--
boursud.Estos medios son especialmente Gtiles p;ta ol aislamien
to de dermatof{tos de muostras cuténess (21).

Aunque algunos auto:ei han utilizede medios de cultivo se-
lactivos contcniendo diversos colorantas (6),6stoe no hen sido-
utilizedos rutinariemante para el cultivo de hongos,se han he=-
cho ensayos con azul de tripano pars el sislemisnto de ESXEE';'
coccus sp. vy Irichosporum cutansum obtsnidndose colonias azule-

obscurss sin embargo no ss usan porque afectan el color de la~--

colonia,y el color dal pigmento difundible, que freiuuntemant--
®e usen como criterio de clasificacidn (7,9,22).

* Se han usedo también varios msdios de cultivo pera sisle--
niento @ identificacién de hongos comc sgar hojuels de nafz ---
(33),agar patats,agar arroz, etce.

Actualmsnte 8¢ recosianda incubar todos los cultivos fdngy
cos s una terperatura de 25-30°C,peroc ademés, todo hongo aisla-
do an cultivo primzrio que se presums dimérfico puede subculti-
varse en otre placa o tubo y entances incubarse secundariamente
a 37°C pars obtensr la fese levaduriforme.

Todos los cultivos féingicos deben incubarse un minimo de-
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8 di{ss antos de 291 desccrtedos como negotivos.Ce.imposrtante --
mantener los medios durante todo este perfado, adn cuando los -
hongos de m&s répido desarrollo puaden spurfecer nnte;.il aisla-
miento do un moho no oxcluys la recuperacifn de una de las sspe
cies patSgenas dl_nés lanto dasarrollo sn el sismo tubo o placa
de cultivo.

1.1.3. Identificecién de Hongos.
Los estudios micolégicos iuo can frecusncias se reaslizan ==
son (20).
a) ;xl--n en fresco
b) frotis
€) cultivo
d) inoculacién snimal
®) insunclogfa
f) biopsie

s) Exfmen on fresco: El msterial biolédgico (escamss,ufiss,cos~-=
tras, onudqgo-. 1fquido cefalorraquideo, sinovt.lyotc.) S® CO~=
lsca entre po;t-objotoa y cubreobjetos en una gota de lfquidoe=-
aclarants que pusde ser potass al 25-30%,azul de algodén lecto-
fencl,eritrosine, szul de metileno 6 tints china (7,9,20).

Las prepareaciones microscédpices asi obtanides pueden cbeer
verse con {luminacién normal o con dlafrng--.d. cONtIaste de==-

fases (7,9).
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b) Frotis: Las técnicas que dan mejor resultado pars poner de =-
ssnifiesto lss sstructuras de hongos son: Gliemsa,Grem,Método de-
Ziehl (9,20). ’

Se han tarbiln utilizado métados més o menos rédpidos pars -
la tdcﬁtlficncidn de hongas patSgencs en piel, pero por lo gene-
ral involucran el uso de macios de cultivo ds una u otra forsa.
Qo). '
c)VCultivou Se realiza an medios simples o con antibidticos, eea
tanbién se han forsulado m.dzo-.. base de diferentes sutratos, -
pare sl sislewmiento de hongos de interés médico (33,37).

Luego de haber llevado a czbo, los procedimientos adecuasdos
pars la recoleccién (32), processmiento e inoculacién de ls sues
tra la tares inmsdiats consiste en destarminer, lo alds pronts po-
sible la patogenicidad potancial del hongo aislado y en particu-
lar si pertensce o no al grupo dimézrfico, pere ello debe considg
rarse lo siguiente:

1, Desarrollo répido: Es decir spericién de una colonie medura,-
an cinco df{as, los hongos dimérficcos son de crecimiento mée len-
to rsquiriendc dos semanss 8 més pars producir colonias meduras.
2. Apariencia brillante, coloreada de la ngiont-cidn superfi -«
cial: Los hongos de desarrollo répido producen CoBUNKENts 88PC-~=
tos de colores brillantes; los hongos dimérficos son blancos, ==

grises o marronses, pero nunca sxhiben tonus pastel,



3. Produccidn dg pigmentos hidrosolubles: que difunden sn el =-
agef haciendo que sl revarso de ls colonia aparezca brillante -
sents coloreada.lLos hongos dimarficu- pueden tefir de nagro & -
pardusco el reversc de le- colonie.No se producsn ot:o-‘cnlo:au,
4. Inhibicién del desarrollc en agar con agentes antifingicos -~
como les chlohoxAdeat Los hongos dimérficos no son inhibidos.

Le Ldontxfl;acldh presuntive de un hongo dimérficoc debs «e
confirsarse dercstrando su conversién a la forma de levedurs =-
cusndo un subcultivo de ls colonia 89 incubs & 37°C en un medio
adecuado (21).

Para rsducir el crecimiento de cont--ln.ntci on procadie-~
mientos micolégicos de rutins se ha usado por diversas sutores
el i.v.do de las lesiones con etsnalefter entes de recolecter-
el materisl a cultivoc sin influir en el crecimiento de los deg

matofitos, sin embargo no se ha do rutinari te,teniend

para sllo, medios ds cultivo gqus incluyen en su forsulacifn --
antibidticos (7,32).

Pease le identificecién de los hongos suelen tomsrse en --
cuenta caracteri{sticas tento --cfoncépicus como microscépicas-
dentzo de las cir-gt-ri-tica. microscépicas estan las dimensip
nes de las hifas, p;ns.ncin © susencia de saptos, forma de ===
ssporss 0 conidias, presencia o ausencis de macroconidiss y ~--
‘licxoeenldtul.t.blqulo on las Clpﬂt’, o conidice.Entrs las ca-

racteristicas n‘ctnncéplc-- se debs considerar sperisncia de =~




la colonis,color de la misma,as{ cono los cambics-de color de-
ésta con respacto al tiempo, ¥ la preasncia o ausencia de pig-
mento difundible (22,38).

Pare la identificacidn de los hongos filementosos suelen-=

utilizarse los siguientes pasos:
1. Montaje por desmenuzamiento: con un par ds agujas de =ec=aee
diseccién o varillas Enn punta afilada, extrser una paquefis ---
porcién de la colonia por axaminar incluyando algo de agar por~
debajo de la suporflcil.tnloc-r.lobrn un portaobjetos en una =~
gota de lactofencl azul de antilina,desrmenuzar la colonia con -«
las agujee de diseccidn y colocar un cubrecbjstos,observar al--
microscopio (21).

Algunos gutores han utilizedo técnicas como la de cepilloe
:miniatura pera transferir y prepsrar replicas de cultivos mico~

1égicos (17). .
2. Preparado con cinta adhasivaes Utilizando una cinta adhesiva~
trensparanta, presionar la perte engomsda utilizando una ald, -
susve poro firsemante contrs le suparficle de la colonis,toman~
do une porciln del micelioc aéreo.

Colocar inmadietaments la cinta con la parts sngomacda ha--
cia sbajo .obrg un portacbjeto con una pequefis gota de algodén-
szul de lactofenol y sxaminar al microscopio (38).

3. mlcrncul§1v01 En los casos en que ninguno de los dos métodos

descritos permitan establecer una identificacién exacte o si ee




dessan preparados permanentes para futuros estudios se reco----
mienda la técnica de microcultivo en bort-objatou, puede obte -
nerse prep-fodoa de gran calidad en laos que la dispasicién y o3
tructura do los esporos sstin magnificaments preservados (7,21,
28).

4., Tdcnicas diversas que se han ido implementando por varios =«
autores: . -

= Como e} métode Rindell adeptado en la cual una suspensién del
hongo en salina se introduce en un capilar sequido de agar Se--
bouraud se paran, se permite el crecimisnto de los hongas, se -
inactiva con fenol el 3% y so sellan con parafina (32).

= Hftodo para mentener cultivos de referencias (28) técnice ba=-
sade en el elsacsnamiento s vecfo, una porcidn de una colonia -
con bastante medio sélido se coloce dentro de tubos tepades con
elgoddn y dste tubo se coloca dentro de otro tubo en el cual en
el fondo se le coloca snhidrido fosf8rico y un anillo de vidrio
para evitar el contacto sobre #ste y el tubo pesquefio, el tubo -
externo se cierra & vacfo con ls flame (27).

« Método modificado pare cultivo de hongos en portsobjetosy une
cuatro de agar nutritivo parz hongos @3 inoculads colocado an=-~
tre dos cubreobjstos astériles y todo colocado sn una cejs de -
patri contenisndo agar-agua, después de que el crecimiento sde-
c¢uado ha ocurrida se monta sl microcultivo de maners convencio-
nel (14).



S. Para 8l grupo de levaduras suelen userse técnices como lae-=-

prusba de filamentacidn de C.albicans,auxonogramas y zimogramas

6. Se han realizado pruesbas de inoculacién animal e iﬁ-unolégx-

.cas pars la identificacién de muchos honges pero no suslen ha--

corss rutinariamente.
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'1.2 INFORME BREVE SOBRE EL PULQUE
l.2,1. Definicibn

E1 pulque es un lf{quido blanco, vincoao,dulce,co; bajo =--
contenido alcohalico y con cierto sabar écido, obtenido por la-
&or-antaci&u del agusmiel, sl cusl es el jugo que se obtiene -~

del maguey (34).

1.2.2. Importancia

Esta bsbida poses inpnrt-nitu desde varios puntos ds vists
como son geogréfico, scondmico, bioquimico y sanitario.

Deade ;i punto de vista geogréfico tisne iwportancia el --
hecho de que eata planta, vive con poca cantidad de agua snual-
§sta es, el sagusy se desarrolla en zonas semidesfrtices ds la-
altiplanicie mexicena donde no se cuenta con suficiente agua.
Evita al doscastes ds las tierras inhibiendo la erosién al man--
tenerse las plantacionss en buen estado todo sl tiempo.lLigado =
a é3to osta sl lado sconBmico del aaguey.

El pulque poses miltiples sustancias como vitaminas, sslses
ainersles, sminodcidos esanciales, y una pesquafla cantidad de --

proteinas, que son requeridas para le ciasta del sar humeno (15)

1.2+3. Origen del pulque
El origen etimolégico de la paladra pulque tiene varias po
sibles rafces.E1 nombra de pulqQus antre 1os mexicenos era “"Itzs

coctli”® o ssa vine blanco y do se des ponf{e se 1l® conocis

como “octli-poliugui%, y como 8sto sucedfia facilmente se piensa
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que los que lo vendian pronuncisban la pslabra poliugui,deriven
dose de 8sta la palabra pulgus gqua on la actualidad se manzja.

Por otro lado ss propuso qus dicha palabra es vo; araucana
deriveda de pulqui,una bedbida preparads de slgarrcba mientras -
que muchos piensan que es de origen antillana.

Antes del d--:u?rinisnto ds América,los habitantes del ===
centro de le Replblica ya eprevechaban el maguay de diferentas-
formas telss como en la alaboracién de sus choxas,fabricacién =
de hilos, tejidos, escudos, .aédall-n.

€1 principal producto que ss obtenfs de 6ste sra @l pulqus
que se les dabe s l0s reyos y personas de gran autoridad,puas -
Su consumo no era permitido para todos.En la socisdad de los ==
indigenas,habfa grendes castigcs que se splicaban s la gente --
que negociara clandestinamente con eats lfquido.

Con la 1lsgade de los uapafolea, el consumo del pulque, ss
axtondié ampliaments y se raglamantd su comercio (4,25).

Las esutoridades, sspafinles iﬁt.nturon varias veces restrin
guir el comercio da éste y haste prohibirlo entre los indios, -~
pero sl no lograsrlo,crearon nusvas reglamentacionas sara su co-
mercio.

En el siglo posado el pulque dospertd intorés para su in--
vestigacifn, por el hacho de que se obtenfa de un jugo natural-
de los magusyes llamado aguemiel y que fermsntebs pozr ai solo -

con microorganissos autéctonos.Aparts de ser un lfquido smbria-

gante se le fan propiedad nutritives en ls alimentacién-

mexicana (4,25).
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le2.4. Composicién del pulque -

La composicién quimica y bromatolégice del pulque varis =~

dependiendo del lugar donde se sencuentre, sea tinacal,aduvana,é-

pulqueris,sunque para la Teslizacidn de los aestudica se hece --

una medie de tales variables

por lo que las siguiantes tablas-=

presentan de mansra general la composicién del mismo.

Anélisis del pulque (4)
Calcio

Carbohidratos

_Hisrro

Niacina

Proteina

Riboflavina

Tianina

Energis
Anflisis Microbiolégico (4)

Bacterias X 10° / m1
leveduras X 106 / m
coliformes fecsles X en el

total de sueatzes anclizadas

Contonido en 100 g

0.007 ']

1.1 -]

0.0002 9

0.004 9

0.4 [}

0.0002 g

0.0002 ]

43.0 kcel

Tinecal adusna pulquerina

64 36 1s
166 115 61

22,2 32 5.3
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Compasicién qufmica del pulque (15,29).

acidez total en Scido léctico 0.39
agus : . Sl.b
cenizas . ) 0.30 -
dansided & 15°C 0.992
‘ extracto seco a 10°C 1.65
9lucidos . I : i . 9.5
gomas 0.66
grado de alcohol ’ 7.9
nitrégeno de aminoécidos v 0.01
lﬂtt‘g.no de aminobcidos aromfticos E 0.001
n“r&gqnu protefco 0.03
proteines totsles 0,345
®acarosa ; 0.04
salos minerales 0.32
Vitemina B ‘ 25-30
Vitamine C . 6.5

Contenido de eminoécidos en ol pulque (25,26).
Cantidad en 100 g

Arginine 2,32 9
Fenilslanine k . 2,38 -]
Histidina - " 1.00 9
Leucina ‘ ’ 2.23 ]
. Lisina ‘ . . 3.43 ]

NNV N

W R R A RNNMNR ANNRN

[~
=
~
"

-

ur/m1
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metionina 0.15 - ]
treonina 1.36 g
trlbtafnno 0.57 ]
valina . 1.40 g
Anflisis qufmico (25)

’ TlnAacal Aduana Pulqueriea
Alcohol £ en Vol°Gl 5.56 7.16 < ¢ 6433
PH : " 3.98 3.73 3.84
secarosa mg/dl 114,40 97.33 85.36
viscocidad en centipoises 9.12 13.83 3.07S

Constituyentes nutricionalss del pulque (4,15,29)

‘Componentes y factores nutritivos Contenido en 100 g
Calcio ¢.01 9
carbohidratos totales . g.08 [}
canizas ) 0.37 [
fierro 0.0007 K]
fosforo ‘ X 0.006 9
niacina ) 0.004 [-]
proteinas 0.37 9
riboflavina (yttnmlna 82) 0.003 9
tiamina (vitanina 91) ‘ 0.002 9
vitemina C 0.0052 [']
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1.4, Microorgsniamos eaplesdos

Hongos Bacterias

~ Aspergilius niger - Escharichia £g££

- txiptacoccus paoformans” =- Pssudpomona aaeruginosa
- Penjcilitus notatum - Staphylococcus sursus

- Spogathsix ghenckil
= Irichophytom tonsurans.

3. Aspergilius niger
DIVISIONS Bycots
SUBDIVISIGNS Eumycotine
CLASE: Awcomycetss
SUBCLASEs Eusscomycetidae
" ORDEN: Eurotiales
rdmxtxun Gyancascsceasse
GENEZRO: Aspergillus
ESPECIEs piges

AFECCION: Aspsrgilosis
LDCAtlZlblON: Aparato respiratorio, aparato digestivo, 0308 ,0f~e"
dos,ufan, spicermis.

DISTRIBLCION GZOGRAFICAt Cosmopolita (7,12)

FORBAS EN CSTADO PARASITARIOI rl!cnlntcnyhl.llnon,aoptndnn,rnll--

Picadas y conidios.
- CULTIVG: Cabezes sspergilares cbscurss,radisdas y globosss que -
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llegan hasta -iltunnﬂo de 1 mam de didmetro;los eaterigmas con---
tisnen una series en 1los cultivos jovenes y dos en los viejos co=
nidiéforos de tamafio variabla,vesfculas globosas o auhgloboaaa,-
de paredes delgadas,essclerotss globosos y superficiales que se-=
reproducen en ciertas condiciones.

REPRODUCCION: Cuando todavis joven y vigorqQao,sl micelio produ--
ce sbundantes conidiéforoa.sutoa‘no se organizan do ninglin modo-
8ino que nacen sislados directamente de las hifes somiticas, la-
céluls hifsl gue se rarmifice para dsr lugsr al conidifforo ne --
llema céluls bassl.los canidiéforos son hifas largas,srguidas,--
cads una tarminada en una cabeza, la v-§£cula.

Sobre toda la superficie de la vo-!culg multinucleada se desa---
‘rrolle uma gran cantidad de esterigmsas que la cubren.

Segin la espacie, pueden producirse unc o dos esstratos dee-
ssterigmas, los conidios naturalmente selen de las esterigmas-==
secundarios,los esterigmas gqus llsvan los canidios,seen primge--
rias o secundarics, tienen t{picsmente la forms de botelle.

A sedida que maduran los esterigmaas, comienzen a formerse=-
conidios en sus extremos, uno debajo dal otro, en cadenss.lLos --
conidics son globosos y unicelulares, con'puredel externasente--
Tugesas.Al principilo uninucleadas,en muchas esspecies,por divi--=
sienes nucleares sucesives, pronto se hacen sultinucleadosjisin =
smbargo en la -uyo;ll de las especies los conidios permanecen ==
uninuclesdos.

‘ Los conidiocs de los Aspargillus sp. se forman dentro del =

extremp del esterigma que en reslidad es un tubo.En el extromo -



- 17 =

del esterigra, un tabique transversal dslimita unas porcién del =
protoplasme con un nGelwo.E1l protoplesto se redondea,segrega una
pared propia dentro dsl esterigma tubular vy desarrolla un conf-~
dio.La p-rid conidial puede fusioncrse parcial o completamente -
con la pcred del esterigma.Entre tantoc, un segundo protoplasto -
debajo del primero se desarrolla para forcar otra espors y esmpu=-
e le primara espora ﬁ-csn afuarq. de modo que 3s forma una cae=
dena de esporas a medida que el protoplasmc del esterigms contie
nia creciendo y nusuos ccnidios se organizan uno debajo de otro.
No se ha descubierto sl estado porf.ctu de ls mayorfa de =~
los Aspergillus sp. y es auy posible que talss especiass hayen --
perdido su cepacided de reproduccién sexusl.Esto parece ser lo -
mée probable dado que los mic8logos han hallado muestras eviden-
tes de degensracién ssxusl sun en especies qus forman ascas.
MEDIOS DE CULTIVO: Medios convencionales usados pars hongos adi-
cionadas de antibifticos.
DIAGNOSTICO MICOLOGICG: El diegnfstico se bass en sl hallazgo -=
de fregmentos miceliales o de soldes por exémen directo, y en la
obtencifn de un cultive qus revela la presencis del conidibéforo-
tipico y de las cadenas de sspores.Como Asperqillus sp. crece ==
répidanente y sctia a menudo como contaminants, su desarrollo --
-Pusds ocultar e inhibir por completo el crecimientoc de algln hon
ié Patégenc de crecimiento mfs lento que pusde ha?or pasado inad
vorizdn on ol material clinico.Pueden utilizarse medios qus con-
tengan antibibticos como cloromicetin.Es necesario gran cautela-

antes de decidir que un sislede de Aspexzgillus sp. es sl sgente-
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etioldgico de una enfermedad pulmonar.Incluso cultivos positivos
de esputo recogido en rscipientes eatériles y protesgidos de con-
taminecién por parte de esporas del aire no confitm.ﬁ el diagnos
tico de sspergilosis de los pulmones ya que han podido penetrar-
durante el dia por accién cilisr esporas ;ltlndaa en traques y -
bronquics y sparecen sn la muestra de esputo matutino.

El crecimiento &-1 hongo en sl conducto auditivo o en la ==
vagina pusde quedar reatringido a la capa de spitslic escamoso -
sstratificado necrosaedc y en qdnrattnizacidn e inducir respuesta
inflsnatoria escasa o nula. )

En casos de aspercilosis de la Srxbita, los cortes de tejido
revelan la presencia de cSlulas gigantss gue contignen filemen -
tos miceliales tebicados, as{ como slementos polimorfonuclearss-
y macrofagos.

La inoculacién por vie intravenoss al conejo comfin y al co-
bayo con uns suspsnsién de material infsccioso de un cultivo en-
solucién salina le produce ls muerte sn unos cu.}ro dias, pro«~=
duciéndole un-vcnp-rgiléoll ranal.En algunas especies se obser-
wa Aspergilosis hepética.

Para la intradermorsaccién se prepara un antfgeno con excee
tracto de cultivo obtenido en medic de Raulin,que ae musle,fil--
tra y calienta a 60°C durante 20 minutos.Se i;y-ctu 0.1 cc y los
resultados se leen a les 48 horas.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL: No ae puede formular diegndstico de As-

pergilosis bronquial o pulmonar sin demostraciones repstidas de-
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hifas ramificades en 8l esputo.No es suficients la sola identi--
ficecién de esporas o el cultivo dal hongo.En otras lesiones son
necesaries biopsias y al haellazgo del organismo invediendo las -
tejidos.Como a veces sa observa aspergilosis pulmonar como infec
cién sscunderis en tuberculosis,bronquiectasias y carcinoma de -
los pulmonss,doben descertarses eastas enfermedades entes de cone--
siderarse ls posibilidad de Aspergiloais pulmonar primeria.La -~
infeccidn eimule muy de cerca tuberculosis y puede confundirse -

con micosis de otros tipos (7,21,22).
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2. Gryptococcus nsoformans
DIVISICGN: Mycota

SUBDIVISION: Euaycotina
CLASE=-FORMA: Deuteromycate
‘DRDEN-FORMAx fonillales
FAMILIA-FORMAs Cryptococcaceas
GENERO~-FORMA: Cryptococcus
ESPECIE: Neoformans

AFECCIONs Criptococosis

LOCALIZACION: Aparato reapiratorio y nédulos an piel,pasas al sis
tema nervioso central,al 1fquido espinsl,orina,fosas neasles,va-
T gina. '

DlellBUClON GEOGRAFICA: Cosmopolita (7,12)

FORMAS EN ESTADC PARASITARIOC: Se van lesvaduras con gruesas cap--
sulas,en los ssputos se ven aciamulos gelatinosos con cépsuls de-
‘debl. contorno,englobado sn substancia geletinoss y refringents.
CULTIVO: Germina bien,es los siete diss entén dessrrollades les -
colonias blances y algo smarillentas, himedss, brillantss,eleva-
das de conajetencis mucosa.Existen célulaas proliferantes en ge~--
aacién con un solo brote; en sus principics la cépsuls no s obe
sexva y a los 20 dl{ee sparece la cépsule muy bi.n limitada, las-
colonies no estén bien adheridas -al medio y resbelen .obt.lllto.

REPRODUCCION: E1 hongo se resproduce tan solo por gemacidn.
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SEDIOS DE CULTIVO: Deben cultivarse todos los materiales scbre -
ager sangre y agar gesloss de ssbouraud a temperatura ambiente, -
pusds afisdirse cloromicetin al agsr pars svitar la présencis de-
bacterias en las musstras, pero no cicloheximida deds la asnsi--
bilidad a la misma.

Sobre Agar glucosa de Sabouraud a tesperiturs sabiente, el-
aorganismo crece con lentitud, produciendo colonias en forms ds -
levadura.En las ﬁrsp-rlctnnas microscépices se comprusba la pre-
sencie del organismo y células an gemacién con tubos cortos, lo-
Que permite postuler que el hongo trests de reproducirse en forma
micelinl.Sin embargo si so ha ocbservado gqus sl hongo se reprodu=
€® 80lo por gerscidn.En Ssta etaps no se advierte cépsule, por -
cultivo continuado desarrolls una celania tf{pics humssda,viscosa-~
sucoide d¢ color pardo O cCrema.

En cuanto se cbserven cblulas sn gemaciln, se pusde poner =~
en svidencia 18 cépsula en preparsaciones en tinta china.Se ha --
comprobado que en mediocs eintéticos, ls tiemins constituye fac--
tor esenciasl de crecimiento (7).

Lofisoformans no fut-.nt; los azicares, la capacided Pars. dessrro
llaz » 37°C,1la -.;-11.:16n positive de glucosa,maltosa,sacerosa,
¥y galsctoss y negative de lactoss y nitrato.de potasioc diferen--
cfan o C.necformgns de otras .lplcil; del génera.

C.neoforppns o9 8l inico miembro del género patégenc para el ra~-
tén.Debe inyecterse una suspensitn selina (1:500) por volumen de
células aglomerades via intrsperitonsel (0.5 ml) o intracerebral

(0.02 #l1).En tres s cuatro svesenas se obeerva la presencis del -

9 lado por directo (9).
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OIAGNOSTICO MICOLOGICOs La sparicién en los tejidoa,esputo o exu
dsdo de organismos esféricos an gemacién de paredes gruesas ro -
desdas por snchas cépsules poses valor casi patognandﬁico de in-
feccibn por C.neoformars,el cusl difiers ds atros hongos sn su -
caracter ureass positivo.En cultivo de esputo 0 piel,debe dife--
rencisrss sl hongo de 1l0s criptococos ssprifitos por su copacie=-
dad para crecer s 37°C vy madiante determinacién de su patogeni--
cided para el ratén.

Se diferencis de otros honéoo que praducen células en forma
de levadura y con yemss en los tejidos (Blastomyces dermetiti --
dis.) por su yema Gnica,su cépsuls ancha y su incepncidad pare -
producir una colonia .n'fo:-- de mohoc s temperaturs ambiente ---
(22).

Comg la criptococosis asients con mfs frecusncis en el sis-
tema nervioso central o meninges,es més importante el exémen del
1fquido cefalorraqufdes que el histoldgico.5in embargo debe for-.
mularse el diagn8stico por métodos histolégicos cusndo se obtie-
ne materisl de biopsia o se extirpa una mese intrecraneal.

Les lesiones de corte duracifn tienen s menudo consistencis
gelatinosa debido @ ls enorme abundancia de materisl capsular --
producido por los organissos. C.nsoformans es uno de los hongos-
nfs inertes, y pusde existir durente largo tiempo en los tejidos
sin provocar respuests inflametoria ulguna.

_ Por otra parte, desgufs de ‘un perfodo relstivamente largo -
de residencia en los tejidos pueds provocer une respussta infla-

matoria cr8nica,rica en célules gigantes macrifagos y linfocitos
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Le fibrosis no es rare.Si bien se advierts a veces cisrto -
grado ds respuesta noutréfila, la criptococoeis es ssencislmante
una infeccifn no supurada.Puade producirse necrosis “cassosa®, =
otro hallazgo sn vardad raro, por la muerte ce grandes mases de-
organismos.

Se ha demostraco la presencia de un tipo de hipsrsensibie--
lided retardada,utilizando como ant{genc una vacuna destruida =-
por el calor.Todas las infaccicnﬁa mis agudms, con meningitis --
y 8in ella, dan reaccionss negatives al mismo tipo de ant{geno.

.S® postuld que el exceso de polisaclridos capsulares impe-
d{a el desarrollo del tipo demorado cet.cger(-tico de alergia.
Se ha sugerido que el defecto radica en el enticenv.5e ha come=--
probade que un antfgeno extraf{do de chlules criptocSccicas ente-~
ra® y muertas por éter o merthiblato contenfs una gran centidad-
de carbohidratcs y no dabe cutirrescciones dercradse en cobayos~

infectados con C.zlbicans 0 H.capsuletum.Este antfgeno no se ha=-

utilizado aspliamente en sl hoabre.

Perxr via intraperitonesl al ratén, reproduce la snfermeded,~
vive dos senanas, hay leaianes en sl partton’a.-..lnt.rla y ofe-
tema nervioso central; oxisten masas gelatinosas que contienen -
células con su cépsule.ls 1noculac16n'Lntraccrsbral le produce -
la enfermeded y muerte en 5-10 df{as.Ls rata y el cobayo son su=--

cho menos sensibles (9).
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DIAGNOSTICO DIfERENCIALé Les lesionas cutlnoac.luhcut&noil y ==
§1-ndulur.- suelen disgnosticurse por biopsis y cultivos sistenf§
ticos.cstos Gltimos son necesarios en el pilgnaitico diferencial
con linfoblsstomn.Les lesiones pulmonarss deben diferenciarss de
. tubsrculosis,ds otros padscimisntos no tuberculoascs y de infece=
ciones nic@tlc.ﬁ de los pulmones, especislmente actinomicosis --
del sistema nervioso contral puede confundirse con meningitis --
tub.tculnnl,.nc-;nlstin. tusor carebral, sbscesc del cerebto, =~
Psicosis demaencisl, demoncia paialitics, meningitie por Brucelly
8P. y otras msicosis invamoras del sistema nervioso central como-
actinomicosis, blastomicosis, coccidioidomicosis, j candidies is~
(3,7,21,22). '
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3. Penicilijus notetus
DIVISON: Bycots

SUBDIVISION: Eumycotina
CLASE: Ascomycatss
SUBCLASE: Euascomycetidas
ORDEN: Eurotisles
FARILIA: Gimnoasceceas
GENERO: Penicillium
E£SPECIEs notatum

AFECCION: Contaminante de cultivos, rars vez causante de Penicie
loeise, .; le ha asocisdo s procesos alergicos (38).
‘LOCALIZACION: Aparato digestivo, fosas nasales, 0fdos y ufias (%)
DISTRIBUCION GEOGRAFICA: Cosmopolita (7,12)

FORBAS EN ESTADO PARASITARIO:Conidias en cedenss y esterigmes -~
(3,9)

cULYlvnl.calonln pulvurulenta atsrciopslada, con gran cantidad -
de conidies @ hifas con crecimient® serec.

REPRODUCCIONS El micelio produce conidi8foros aimples,largos, --
erguidos,que se ramifican aproxisadamente a dos terciocs del ex-~
trame,en forms de sscobillon caracterfstico,simétrico o esimfe--
trico.Le remificecién multiple del conidi6forc termina en un =~=
' grupe de esterigmas, los cuales llevan larges cadenas conld!nlo.

i ‘Los conidios son glabosos y ovoldes y bajo el microscopio -
parecen por;n- de vidrioc.Less enoraes cantidades ds conidios ver-
!nlop |i0§o| o amarillos que se producen son ressponsables del -~

caracter{stico color de la colonia.
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Los conidios germinan fucil-oht- on tubos germinativos de -
los cuales se desarrollesn los micelios.

Wada sabemos ecarcas del estado perfecto o sexual de la ma--
yor parte de les especiea, paoro se ‘han hallado los clotltqtaciol
de algunas especies,lo cual ha heacho posible formarse una idea -
Clara del estado sexual de éstos hongos (3).

MEDI0S DE CULTIVG:s Agar maltosa Sabouraud con cloromicetin (9).

 DIAGNOSTICO WMICOLOGICG: Se le ha asociado junto con Aspergillus-

ap.,Clgdusporiue sp, Rhizopus sp, y Rucor Sp,s procasos alergi--
co9.(38).
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4., Sporothrix shenckii
DIUV13IONs fiycota

SUBDIVISION: Eumycotine
CLASE~FORFA: Deuteromycetes
FARILIA-FORMA: Noniliaceae

GENERO: Sporothrix
ESPECIE: ghenckii

AFECCION: Esporxotricosis :
DISTRIBUCION GEGGRAF JCAs Cosmopolita (7,12).
FORNAS EN ESTADO PARASITARIO: Se ven cuerpos ovoides muy pegue--
Ros que saon dificiles de daescubrir y pequefies célules alergades~
v ovoides en forma de cigsrro (9). A
CULTIVO: El desarrollo se observe de 108 & a 5 dfas; la colonia-
crenoss y levaduriforme es pequefia, de color blanco,despubs ----
sumenta de tamafio, se hace hioeds, arrugeda y con mesbrans radig
d..'
AEPRODUCCION: La pigmentacién de 12 colonie es de color negruzce
sazron 6 marrén-rojizo.Hey hifas delicedes y remificades con sep
tos de dos micras,lss hifes pcrten en rames laterales y en éstas
macen los caonidios, que son plrlforlun,ovotdai 0 redondos; las -
eSporas se agrupan en forma de recimos con un manguito sn lg ===
extremidad de la hifa.

A 37°C La colonia aperece blanda, de color cremss a blesnco =~
y clltlm.ht; levaduriforme.Microscopicaments, se cbservan célu--

. las de levadures con uno o aultiples btot.n.itf‘rtco.. ovélas 6-



on forma de cigarro; La conversién a le forma de levadure no es-
diffcil, ocurriendo habitualmente 1=5 dfes desguéis dol traspsso=-
del cultivo a un medio con sangre (21). ’

MEDIOS DE LCULTIVO: Agar maltose de Sabouraud con cloromicetina.
DIACNGSTICO SICOLOGICO: E1 cultivo de los orgenisaos es 3in duda
ol xejor métoda para llegur sl diagnéstico de ssporotricosis,
Siempre que sea pollbia. procede obtener materisl de nédulos no=-
rotos para eviter los contaminantes bacterianos que 3se ancusne--
tran en las lesiones nblereas.Pﬁidon shadirse antibidticos al ~=«
medio con objeto de impedir la contasinscién bacteriana.

Es también factible la inysccifn,intraperitoneal de pus al ra=---
tén blanco o a las rates pﬁdtlndn identificarse sl hongo por =--
endwen directo del frotis y cultivoe.

En el caso ozdinario de esporotricosis, no puede identifi--
carse fécilmants el organismo caussl en los cortes de tejidos y-
el conocimsiento cabel de este hecho posee sums importancie en el
dt-dnd-tl:o.to-q la espoxotricosis radica con més frecuencia en-
las extremidedes superiores, en forma caracteristica puede essta-
bleceree un diagndstico clfnico con certeza y corzoborarlo por -
cultivo del hongo.Por otra parte,podris propiciar un diagnéstico
cli{nico de le localizecién menos frecusnts en las extremidades -
Lnf-rlnrol.ojo.o regiones parioculsres.Cuando las lesiones asisp
tan sn zonas menos caracter{sticas nrob.blon.nto_.nc.parl. ol --
diagn8stico al obssrvador, dobiendo sntonces rescurrir a la biop~-

sia como primer método disgnéstico.C do sl patélogo no recono-

cs la necesided del cultivo, puede hacer un disgnfatico inco----

rrecto.
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La inoculacién al cobayoc y sl ratén blanco, int:up-titono-;’
ssnte le produce leaiones, y en Sstas se ancuentran 10s elenen--
tos fusiformes aislacdos o englobados en células mnctéf.gou,la -
inoculacibn en el testiculo le produce orquitis enconttfendose —-
‘lo8 mismos elementos.

Le intradermorrsaccién se practica con un antigsno que re--
cibe el nombre de esporotriquina se inyecta a 0.1 cc y ls lece-=
ture se reslizes de las 24-48 horas.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL: Le forma linfética primaria de esporo--
tricosis en presancis de laesiones pose una svolucién tan carac--

terfistice que el diegnfstico ss evidente.En los casos més comply

-

» cabe pech esporotricasis en presencis de lesiones «-
polimosfas sultiples que no cerresponden s 109 métodos Ordinte-e
rios de trztamiento.los cultivos que deben obtenarss de lesiones
no qblltt...brindunAun shtodo f&cil de confirmacién diagnédstica-
Pueden reforzarse 1los dstos que proporcionsn los cultivos medisn
te aglutinacidn,prusbes cutansas y de fijacidn ds complemsnto.
Debe diferenciexse la asporotricosis de la sf{filis,tudbercu-
losis,lepra,coccidioddonticosis,blastomicosis,parscoccidioidoni==
cosis,tricofitosis de localizecién profunda y granulomas ceusae--

dos por drogas (7,38).
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5, Ixichophytom tonsurans
DIVISION: liycota

SUEDIVISION: Eumycotina
CLASE=F ORAs Deutsromycetes
FARILIA-FOREAs Moniliaceee

AFéCClDN: Tife tonsurante inflamatorias

LUCALIZACION: E1l cuesro cesbelludo solements, nunca en pisel.
DISTRISUCION GEOGRAFICA: Cosmopdlita (7,12)

FORNKAS EN ESTADD PARRSITARID: Los pelos contiesnen abundentes hi--
fas tabicades con artrosporas y en csadenas poraleles sl sje delee
Pele.

CULTIVO: El cultivo es lento, 18 colonis se hace gigante lenta=--
sente,s) principioc como uns mess hesieférics, despuls pulvurulen-
ta, puede o no haber creter central, se ven formass sn clava adhe-
ridas al extremo delgado de las hifss, macroconidias con formas -
irregulares y de tasafio variado, microconidiss en racimos o en ==
cadenas de tipo piriforme (9).

REPICDUCCIONs Nediente sacroconidiss de peredes deslgadas con su--
perficis lise, forme en 1épiz o fusiforme, dividides en 3-8 célu~
las 'y -.ﬁiunto microconidies numeroscs que se ubican aisledements
@ 10 largo de hifes © en racimos (21).

-SIED20S BE CULTIVO: Agar maltosade de Sabouraud con cloromicetine-
®l color que desarsolls es blanco a lijeramente crema, pass de -~

éste coler a coensla, muy rars vez a violets o permanscs blanco.
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Macroconidias irreguleres en forma y tamafo ds 28.X 10 micras ==
y microconidias piriformes de 3=6 X l=2 micras. '

Pars la inoculscién experimental, se utiliza al Eob‘yo ol -
cual padece la infeccifn ‘como la especie humana.
DIAGNOSTICO MICOLOGICO: Se realize nediants cultivo y ohssrva~ee
€16n.macroscopica y microscépica de éste (22).
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL: £1 diagn6stico es evidente cuando ae ==
adviezrtan las }o;ionau, v la fluorescencis con luz de Wood.Proe-
cede considerar tifias de la caﬁ-;n debido 8 otros hongos, por =«

exémen microscépico del pelo y por cultivo.
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2) FUNDARENTACION DE LA SLECCION DEL JEWA.

La micologis ( de la palabra griega mykeszhongo y logosstra
tado) es 8l estudio de las hongos (3).

A les enfermedades causcdes por hongos se les d.kumtna mico
sis. -

En 1956 Gonz&les Gchoa propuso una clasificacidn de les mi-
cosis qus se bass en la via de sntrads del hongo, en la efinidad
que este tiene por al tcguminto cuténeo y por le secuencia con =
qus éste tejido es sfectado (2,38).°
Tipos de micosis: ’

-le= Micosis exclusivements tegumsntarias: Que comprenden dermsts
fitosis,pitiriesis versicolor,tiffia palmaris,pisdras.5olo afec=v~
tan la piel, no atacan estructuras profundas, son contagloses,=-
suy frecuentes y fécilmente curebles (33).

2.~ Micosis inicialmente tegumantarias: Esporotricosis,micatoma-
e:omgnicﬂnln.rino.po:idxoail.lo contagiosas,relativamente fre --
cuantas,de muy dificil terspsutica, con excepcién de la eaporo--
tricosis (38).

3.~ Micosis seescundariansnts tegumentariss (micosis profundss):
Histoplasmosis,coccidioidomicosis,blastomicosis,paracoccidioido-
-lén.ia,nnc-tdlclil, actinomicosis, criptococosis, no son conte-
glosas,son poco fracuentes,sin tratamiento eficaz,con excepciéne
‘do la sctinomicosis (38).

&.= Micosis por hongos oportunistasiCandidosis,Geotricosis,Ficoe
®icosis,espergilosis,torulopsis.No contagiosas, son poco frescuen
tes, (emepto candidosis que es muy frecuents), en algunas de =~-
ellas el hongo es comensal en al huesped y se convierten en parf
iteo. (oportunistas) cusndo descisnden por alguna ceuss sus di--
fenses (especiclmente la inmunidad celuler) (38).
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Cess pusde ohservarss los hongos suslen encontreras en todos los
sitios -n.td-tcé-. de ah{ la importencie de un tretamiento opor-
‘tuno sdecuado. :

Segln datos recopilados por Gonzéles Ochoa (13) México tie-
ne uns situaciSn desventajoss por lo que inupoct. e enfernedades
por hongos, debido a tan variadas condiciones biogsogréficas dal
Pafe, se pressntan practicaments todas las enferssdsdes por hon-
gos que han 3ido descritas en la literaturs sundial (12).

De los datos notificados por sl IMSS en los sfos (1975-34)-
lss tifhas ocupsn sl sexto lugar dentro de los 25 padscimientos =
trunsmisibles més frecuentes en México (18) y dentro de las mi--
cosis més frecuentes se encusntreniCandidosis,Tifies,siguiendo en
ispertencies le Blestosicosis, el micetoms, y le esporotricosis,-
(19.19) de ahi ls importancie de elsborsr medics que pesmitan un
sejor disgnistica de &stos p.d.ciixonto-.

Dentro de la seleccibén de les cepas uUtilizedes, pers lg ===
forasulecién del sedio de cultivo, se smpleazon dos cepas Qque son
Ge rlpldo crecimianto, que con frecuencie son contasinantes y «-
que rars vez se ssocisn s padecimientos coso Aepergillus nigeg vy
Penicilljium notgtum,se utilizeron también las cepes de $p0rg=m=e
Ahrix shenckii (egents de micasis inicislsents tagusentaria)que-
tisne impertancie epidemiolégice en México,y Irichephytos tonsu-
zans.(agente de micosis sxclusi te ¢ taris) como repre-

sentante de las tifies qus ocupan segundo luger en CusnNtoc 8 Epi=-~

deniologfe micétice, por Gltiso se emplec ls ceps de C.Ne0fOFwe=

sans(aicosis 1 te teg ‘taries) por carecer de cepe-
Tepresentante ds micosis profundes,de importancis dentro de lose

datos estadisticos como serf{s uns cepa de Blastomyces defes-=u~
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metitidis (13,18,19).

Debido a que sl pulque poses substanciss nutritivaes como --
vitaminas (tismina,ridboflavina,vit.C),aminobcidos (li;lna.trlptg
fano,histidins,fenilelanina, leucina,metionins,valins,arginina),
proteinas,csrbohidratos,substanciss reductoras como por ejemplo:
&cido ascérbico,niscins,algunas sales minerales (celcio,f8sfor,-
hi.rro)'lubstancias qﬁs le dan sus propisdedes caracteristices -
puede aer usado coro madio d’ cultivo sdecusdo pars hangos.

£1 emplec de éate medio de cultivo reducirfe los costos de-
bido s que el pulqus 83 un productc netaments mexiceno y se en--

cusntra en abundancia en cesi toda la RepGblica,s un precio re-=-

lativarmente bajo (4,25).



3) PLANTEAMIZNTG DEL PROBLEFA.

’ El leboratorio de microbiologfa es un lugsr en el cu.ltsa -
pluesde efactuar el disgnéatico de snfermedades féngicas.Un disg--
nistico priauntivo pusde a veces surgir de innadiato ﬁer obser--
vacidn microsclpica de ﬁueatrls infactacdes (21).

' ts importante seleccionsr medios de cultivo adecuados para-
producir uns éptime recﬁparacidn y llsver a cabo los procedimien
tos qus pormlt.n'lu iﬁontificacién sxacta ds la aspecie aisleds,
(a1).

. Una vez aislado un hongo .B cultivo puro, gon.raimant. s - -
pnslbl; identificarlo pero ss indispensable cumplir ciertcs pas--
808 esenciales de recoleccifén y mansjo de musstras,especialmente
de nunoiru- naturaimsnte contominades ¢con bscterias de crecimien
to répido y hongos no patdgencs (24).

El diagnéstico micolégico ee importants y rutinariamante no
®e resliza en los laboratorios de microbiologis.Los medios de --
cultivo pusden ser un inconveniante por lo que sS6 pretends es~=-
tructursr un medio de cultive de fécil produccién y adecusdo =e-e

para el dessrrollo de sste tipoc de microorganismos.
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4) GBIETIVOS

l.~ Formular un madio de cultivo 2 bese de pulque para el desg=~-

Trollc de los hongos da interés médico.

2.- Diseinuir la contaninacién bacteriana en el sislamientc de «

‘los hongos de isportancis médica.

3.~ Hemlizar un estudio compuretivo con cepas micolégicas entre-

el medio formulaedo y los madios usuales.

Ry Disminuir los costos para el diegnéstico de infecciones micd

tices.

S.= Proter con musstras clfnices, el medio formulado,usendo los-

medios ciales perati te,sacando. de allo conclusiones

scercs del crecimiento micolégico.
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$) MIPOTESIS

l,= 54 sl pulgue proporciona ls humedad y nutrisntes nacesarios-
pars !l desarrollo de hongos,ss podré utilizar pera realizer un-

medio de cultivo paro los mismos.

2.~ 54 se combinan adetuadaments substancies inhibidoras del ---
creciziento bacteriano (antibidticos) en el medic se pocré obte-
ner un m-jor aislamiento y una menor contamninacién en los culti-

vos miclticos.
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6) EATZRIAL Y EQuIPO

RATERIAL HIOLOGICO ) Cepa de Asperqillus niger
Cepa de Criptococcus nesoformans

Ceps de Penicillium notatum
Cepa de Sporothrix shenckii
Cepa de Ipjchophytom tonsurans
Cepa de Lscherichis coli

Cepa de Pssudomona ssruginoss
Cepa de Staphylococcus aursus

EQuIPO

=~ ‘Agitador fnico para tubos de ye,Vortax/GCenis sodelo ----
. X=550-6

- Balanzs snalitice FETLIR modelo H-80

= Bslanze grenatarie Cheus, modelo Florham fPerk
- Incubsdors PMepse, modelo EC-334

= Ricroscopio American Optical, modeslo One-Ten
- Pot.nclo-ptro

= Refrigerador fabe, -oq.lo Space linse.

RATERIAL DE VIDR1O

« Cajas de petri 100 X 10 mm

= Cubreobjetos 22 X 22 mm
- Ratraz .r}.nnlyor de 250,500,1000 al
= Pipetas graduadas 1,2,5,10 ml

Pipetes pasteur 9"
portaobjstos 26 X 76 am
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Probetas de vidrio 100,250 al

Tubos de ensaye 13 X 100,15 X 145, 15 X 165 am
varills de vidrio

vasos de precipitedo 50,100,500,1000 =ml.

COLCRANTES

e2ul de slgoddén Lactofencl
cristal violets N0.292 Sigms
Safranina ND.450 Sigma

SOLVENTES

Acetons ATt.15853 Nerck

Agua destilada

Aleohol etflico absoluto art. 15851 Serck
Glicerol J.T.8sker 213‘-60

Pulque

SOLUCIONES Y REACTIVOS

AcE.D.T. (a8l disédica n-zclnul.nznazuzu) productos quimicos =
flonterrey.

-Bisulfito ds sodic NeHSOy productos quimicos Monterrey S.A.

Cicloheximida

Clozanfenicol

Lauril sulfato de sodio cn,(cuz)n 0304Na ND:0483 Sigma

Solucldn.dq écido clorhidrico IN
Soluclén de hidréxido ds sodio IN,



REDIOS

AQar
Agar
Agir
Agar
Agar
Agar
Agar
Agar
Bese

DE CULTIVO EMPLEADOS
htorré y lisina
hierra triple ezucar
citreto Simmons
dextrosa pepa
dextross Ssboursud
ficobiotico
Micolégico (Micofil)
Sal y Manitol

de Agar Cetrimids

de Agar Sangre

Caldo urea
Sedio RIO
Medio RM-VP
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Art«No.BIOXON
131-1
114-1
216=-1
119
107
259
247
146~1
221-1
201-1
215-1
241-1
122-1
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7) FEIODOLOGIA

La metodologfa utilizada comprande las sigulentes atapas:
1. Soporte d; crecimianto
2. Selectividad
3. Estabilidad
4. Reproducibilidad del madio con pulques de diversas fuentes.
$. Comparacién del medioc formuledo ton medios comercisles.

6. Prusbs del medin con musstras clinicas.

La parte experimental fué reslizada por enssyo y error.
Cabs mencicnar que los madios expresados en sl presents trabajo-

excrito son un resumen de lo realizado on la parts sxperimentsl.

1, PRIMERA ETAPA: Formulecifn del soporte de cracimionto,

Se desarrollaron. los primsros ensayos para la obtencidn de-
un soports de crecimiento.lLs preparacién de los medios es como =~
sigues

S5e procede a ajustar sl pulgque con hidréxidoc de sodic IN -
haste pH 6, posteriorrents ss disuslvan en la base dal pulqus cg
trespondiente las substancias participsntes, calentando a ebullji
ci6n 1 minuto; por Gltimo se vierts sn tubos de enseyoe (10 ml en
cade tubo),se esteriliza an sutoclave 15 lbs X 15 .minutos se ss-

can de la autoclave y ses colocan en plano inclinado, una vez so-

- 1idificados y pasada la pruesbs de esterilidod gue consiste en ==

mantener los medios de cultivo en una estufa & 37°C X 24 hrs se~

proceds a sembrar las cepas.
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€l primer ensuyo consiste an la soleccién del pH Sptimo de-
crecimiento y la cantidad de agar necasario para le scbtencidn de
uns consistencia acasptebls en sl modioc,en dichos medios se inocu

leron cepas de hongos.

TABLA 1.~ Consistencia del madio.

medio b 3 2 3

pulque 100 100 100 ml
pH 13 ) S 5 .
sger 0.5 .10 1.5 g/d1

TABLA 2.~ Consistencie del medio.

madio 4 S 6
pulgue 100 100 100 ml
pH 6 6 6
agsr 0.5 1.0 1.5 g/dl

TABLA 3.~ Consistencia del medio.

medio 7 [} 9

pulque 100 100 100 »nl
PH 7 7 7

sgar 0.5 1.0 1.5 g/d1

En los medios (1-9) se procadif s sembrar las cspss de hongos ==
para observer su crecimiento, las obsorveciones de crecimiento =

88 hicieron s los B8 dfas posteriores a la inoculacién del medio.
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Como segundo ensayo en la primera etapa se procedid a enrie

quecer al medio de cultivo adicionando peptons y = pH 6,7 utili-

zando como blanco medio preparado can agua.

TABLA 4.- Variacidn de peptons,concentrecién de mgar = 1,5 g/dl.

sedio 10
pulque & pH=6E [
asgus 100
bngnr 1.5
peptona 0.5

TABLA S.- Variacién de peptons,concentracién de agar

msdio 16
pulque a pHa=?7 c—-
agus ‘ " 100
agar 1.5
peptona 0.5

11

100
1.5
0.5

1?7

100
1.5
0.5

12

100
1.5
1.0

18

100
1.5
1.0

13

100
1.5
1.0

19

100
‘.5
1.0

14

100
1.5
1.5

20

100
1.5
1.5

15

100
1.5
1.5

= 1.5
21
1c0
1.5
1.5

ml
ml
g/d1
o/dl

g/dl

ml
ml
g/dl1
9/d1

Dabido s que los hongos suelen usar como nutriente carbohi-

dratos se procedidé a utilizer dextross psra enriquecer el medio-

varisndo sus concentracionss con sl fin de sncontrar la més ade-
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TABLA 6.- Variacién de dextrosa,concentracidn de agar = 1.5 g/dl

medio . 22 23 . 24 25 26 27

pulque & pHa6 —— 100 - 100 ——- 100 ml
agua 100 ——— 100 —— 100 -_— ol
agar 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 9/d1
dextross 0.5 0.5 1.0 1.0 1.5 1.5 g9/dl

TABLA 6.~ Variacidn de dextrosa,concentracidn de agsr = 1.5 g/dl

medio 208 29 30 31 32 33 ‘
pulque a phHs6 —— 100 - 100 - 100 ml

agus 100 - 100 ——- 100 —— ml

agar 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 g/d1

dextross 2.0 2.0 2.5 2.5 3.0 3.0 g/dl

TABLA 7.~ Variscién de dextrosa,concentracién de peptonaz1,0g/dl

medio 34 35 36 37 38 39
pulque & pHab6 -— 100 .- 160 ——- 100 ml
agus. 100 - 100 - 100 - ol
sgar 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 g/o1 A
‘peptona -—— —— 1.0 1.0 1.0 1.0 g/d1 N
. dextross - ——e - ——- 0.5 0.5 g/dl

. TABLA 7.~ Variacién de dextrosa,concentracién de peptonasl.0g/dl

‘(continuacién).
nedio 40 a1 42 43 a4 45
. pulque a pHsb .- 100 - 100 —— 100 nl

agua " 100 ——- 100 c—- 100 - wl



ager
peptons

dextrose

1.5

1.0

1.5

1.0

1.0
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1.5
1.0
1.5

1.5
1.0
1.5

1.5
1.0
2.0

TABLA 8.~ Variacién de dextross,concentracién de

medio

pulque a pHs6
agus

agsr

peptona

vbd.:troln

46

47
100

1.5

48

100
1.5
1.5

49

100
1.5
1.5

80

100
1.5
1.5
0.5

TABLA 8.~ Veriecién de dextross,concentrecién de

-medio

‘pulque 8 pHeb
agus

eger

Dopgon-

dextrose

52

100
1.5
1.5
1.0

53

100
1.5
1.5
1.0

54

100
1.5
1.5
1.5

55
100

1.5
1.5
1.5

2. SEGUNDA ETAPA: Selectividad del medio

$6

100
1.5
1.5
2.0

1.5 g/d1
1.0 a/d1
2.0 g/dl

peptanssl,.5 g/dl

S1

100 ml
PR mnl
1.5 g/d1
1.5  g/¢l
0.5 g/dl

peptonazl.5 g/dl
57

100 ml
—— ml
1.5 g/d1
1.5 g/dl
2.0 9/d}

Se procedid a utilizer diversas substanciss inhibidoras de--

desarrollo bacterisno,

las lecturas se reslizaron s los ocho dies .

posteriores s le inoculaciSn.Deade &sta etapa en acelante se in=-

cluyeron cepas bacterianas,para control de f.coli se realizszon ~

"pruebas bioqufmicas, para P.ceruginosa pruebas bioqufmicas,cata=~"




lasa,oxidasa,difusion de pigmento verde en sger cetrimida,para---

S.suzeus le éruub- de cosgulase,catalasa,y manitol desde los me--

dios 58-82.

TABLA 9.~ Adicifn de Leuril Sulfato de sodio.Concentracién de --=

dextzoss = 0.5 g/di
sedio 58
LSS - -
Pulque s pHs=6 100

agar 1.5
Peptones . 1.0
dextrosa 0.5

TABLA 10.,= Veriacién
. ®medio 64
E.D.T.A. . ——-

pulque a pHz26 100

ager 1.5
Peptons ' 1.0
dextzose 0.5

TASLA 10.- Variscién
ssdio 70
EDaTehe .15
pulque a pH=6 100
_eger . 1.5
peptona 1,0
dextross 0.5

de

de
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59 60
0.01 0.02
100 100
1.5 1.5
1.0 1.0
0.5 0.5
E.D.T.A

65 66
.005 .00
100 100
1.5 1.5
1.0 1,0
0.5 0.5

61
0.025
100
1.5
1.0

67
<025
100
1.5
1,0
0.5

62
0.05 .
100
1.5
1.0
0.5

68

«05
100
1.5
1.0
0.5

E.D.T.A. (Continuscién).

n
+20
100

“1e5

1.0

. 0.5

9/dl
al

g/dl
g/dl1
o/d1

63
0.10
100
1.5
1.0
0.5

69

-10
100
1.5
1.0
0.5

a/d1
ol |

9/6l
9/d41
9/dl

a/dl
al

g/d1
g9/d1
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- TABLA ll.- Variacién de bisulfito de sodio

" medio ) 72 73 74 75 76,
bisulfito de
sodio — 0.05 0.1 0.15 0.2 g/dl
pulque a pHab 100 100 100 100 100 ml
ager 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 o/dl
peptona 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 o/dl
. dextrosas 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 g/dl

TABLA 12.~ Adicidn de antibibticos

medio 77 78 79 &0 a1 82

‘ 0.5  m.B.
Cicloheximida —ee 0.5 —— 0.5 /1
‘Cloranfenicol == === 0.5 0.5 ‘ o/ 1
pulque & pHe6 100 100 100 - 100D al
agar 3.5 1.5 1.5 1.5 g/dl
peptona 1.0 1.0 1.0 1.0 -9/d1
dextrass 0.5 ©.5 = 0.5 0.5 o/8l .

D.S= Dextrosa Ssbouraud

P.8s Micoblotice

€n ésta stapa as hiciercon microcultivos de los medios 77,78,79---
’80.01.82. para las cepas de hongos, y Laq cofrolpondlenton‘pru.--

bes ya mencionades pers las cepas bacterienss.
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3. TEACERA ETAPA; Estabilided del medio formulado.

Se coloef un lote de 64 tubos con 10 ml c/u de medio, 32 tu=
bos con antibidtico y 32 sin entibiético, de la siguiente formu--
lacién, ’

medio sin entibibtico ‘ con antibidtico
cicloheximids -— ) 0.0S5 g/l
‘cloranfenicol e 0.05 g/l
pulque & pHeé 100 100 nl
agar 1.5 1.5 g/dl
peptona 1.0 1.0 9/dl
dextross 0.5 ) 0.5 g/d1

Se mantuviercn a 4°C y en bolsas de polietileno, despufs -==
de haber peseda 1s prusbe de esterilidad de 24 horas & 37°C,se --
inoculé s diferentes perfodos s lo largo de dos meses,los psrfo=--
dos 6. siesbra fueron cada 15 dfas, 8 medios con antibibticos y -
® sin antibibticos, las lecturss de los resultados fueron s los -
8 y 16 dies después de la inoculecién.Las cepas inoculades fueron
= Aspergillus niger
~ Criptococcus neoformans
« Penicillium notatum
= Sporothrix shenckii

= Jrichophytom topnsurans
. Escherichia cold )
= Pssudomons seruginosas
- g.ghglocoqggg‘aurou.

En §sta stepa ss hicieron observaciones nic:uicﬁpic.- con ==

algodén-azul de lactofencl.
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4. CUARTA ETAPA: Reproducibilidad del mescdio con puléuo de diver-
sas fusntes.’ ’ .

Los medios formulsdos estan constituidos por:

medio con antibidtico sin antibibtico
cicloheximnide 0.0s - g/1
cloranfenicol Q.05 .- e/l
pulque a pHa6 . 100 100 ml
sgar 1.5 1.5 9/dl
peptons 1.0 1.0 g/d1
dextrose 0.5 0.5 g/d1

Se elsborasron 6 veces con pulque obtenido de divar--; fuen=
tee; Tl&huac,Benito Julrex,Iztepaleps,Texcoco y se inocularon --
las cepas ya mencionades en la tercers etaps en las mismas con--
dtclénon.tonpnatur. embiente y tomando ocho dfes de incubacién-
posteriores a le siembra como primer perfodo de lectura y lé co-
a0 segundo periodo.

En fats etapa se hicieron obsarveciones directas de 103 ---
cultivos obsvrvendose lo misma mozfolegfs microscépica en los---
diversos pulques la cual fué igual que ls encontreda sn Dextross
Sebouraud (medic Bl) y micobiotic (medio 82) en la tabla 12 de--
ls segunda etapa de formulacién, e igual también con lo reports-
do en la biblicgratfs; (3,9,21).
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S. QUINTA ETAPA: Comparscién del medio formulado con medios co--
merciales.

El medio de cultivo formulado descrito en la cuarta stapa--
tanto con antibibStico como sin antibiStico se comparé§ con los --
siguientes medios de cultivo comerciales: Agar dextross Sabou---
raud,agar micolfgico (Micofil),egar micobiatico (Micobjotic),a-~
gar patata glucosa; pars obsarvar ventajas y desventajas.

Estas etapa se realizé 4 veces tomando lecturas & los ocho=-

y dieciseis diss.Se realizaron prusbes de control a les cepas «-
bscterianas y cbservaecién directa s la marfologia microscépica =
de lae cepas de hongos para corroborar que coincidieran con las=-

ya conocidas bibliograficamente (3,9,21).

6. SEXTA ETAPA: Pruebs del medio con musstras clinicas.

. El madio se preperf adicionando los ingredisntes al pulgue-
el cusl se sjustd primero a pH 6,36 llave @ ebullicién y ss vier
te en tubos de ensayo 10 ml en cada tubo y se esterilizan 15 mi~
nutos e 15 libras, se sacen y sn calients se sgitan sn un vor-=-
tex y sa inclinen para qua splidifiquen, una vez solidificados -
8¢ sometsn 8 prusba de esterilided a 37°C X 24 horas,se sacan y-
gusrden en bolsas de polietilenc a 4°C,hasta el momento de su ~-
uso,les musstras clinices ae tomuron de difarentes sitios aneté-
®icos,ss senbraron en los medios con y win antibifticos, y on ==

1os dos controles que fuaron sgar dextrosa Sebouraud y Micobio--

"~ tic,se incuberon s la misra temperzturs y se tosaron lecturss a-

los 8 y 16 di{as posteriores sl muestrec,junto con la siembra de-

ls suestra se procedié a reslizar obsorvacionas directss con =«e
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KOH 25% de las muestres clinicas y observaciones diresctes con=-=’

slgodén azul de lactofenal y técnica de cinta sdhasiva para ob--

servar la morfologf{e microscédpice ce los hangos qus dasarrolls--

fon en los medlios.,
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8) Sut 0s

Claves usadas en la consistoncia de los medios.
1 = 1lfguido

v = viscoso

85 = semisélido

s = sélido

d = duro -

Claves de crecimiento

- negativo

4 esceso desarrollo

- moderado dassrrollo
e+ buen dessrrollo

+ess OXCelents desarrollo

l. PRIMERA ETAPA:s Formulecién del saporte de crascimiento
TABLA l.- Consistancis del medio

wedio 1(1) 2(v) 3(ss)
A.pjger - - -
L.nsoformans - - -

- Beposatum - - -
a.ghenckif - - -

I-sonsuzgne - - -



TABLA 2.~ Consistencis del
medio ’ 4(v)
A.ntger -
L.nsoformans -
P.notatum -
Seshgncieli -
JeLonsurans -
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madio

5(s)

TAB;A 3.~ Consistencia del medio

medio 7(s)
‘A.niger 2
L.ngoformans - ’
2.notatun *
Sephenckii -
J.sonsurans -

8(s)
2
4+

6(s)

9(s)

i+

13

TABLA 4.~ Variacién de peptona,concentracién de agaral.S g/dl ==

PH = 6 .
wedio 10 11
" Aeniger s .
L.nsoformgns L. *”
£-pegatun : voe
S.ghenckii ;- (a4
Jegonsurgns -

(13

12 13
ry "
- ..
+ s
. .o
+ e

14 15
* *ee
e ..
> *r
[ 4 4 L4
- -
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TABLA 5.- Variacién de psptona,concentracién de agar= 1,5g/dl.

medic 16 17 18 19 20 21

A.niger . - - +e ++ ‘e x2S
C.neoformans - . . .- *se ‘s
B.aotatum - + +* e -+ ror
Seshenckifi -+ - *rr +es ‘ee +oe
J-tonsurana s - *rs tee ree ‘e

TABLA 6.~ Variacién de dextross,concentracién de agar =l.5 g/di.

ssdio 22 23 24 25 26 27
A.niger - ++ - e * roe
CLoneoformgns . - + e . oo
2.qotatue . POy + . + e
S.shanckil *> e * *e . ror
Y.s0nsuzgns - . . - * +e e

TABLA 6.~ Veriacidn de dextrose,concentracidn de ager =1.5 g/dle
PH= 6 (continuacidn).

®sdic 28 29 30 3l 32 .33
A.niger * ‘e . et e ‘ot
C.nesoformans - +ee +*+ +re +e e
. B.notgtum *e +ee * e e e
Seghengheil + ‘o + ‘oo - oy

Y.tonsurans + re - e .. ‘or
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TABLA 7.- Variacifn de dextross,concentracién de peptonarl.0g/dl

medio : 34 35 36 37 39 39

A.niger £y * * +ee - s
C.nsoformans * - + e s +4e
P.notstum - - - e o ‘or
S.shenckii - s * +rs +e +ee
J.tonsurgns s - . -+ - ‘e

TABLA 7.~ Variacién de dextrose,concentracliéin de peptona=zl.0g/dl
(Continuacisn)

msdieo 40 Al 42 43 44 45

!.M .. *ee . ** . *re
L.neoforseny - ‘v . >er . s
B.potatyn . *re Y e .. s
Seghonckiy I sre s s . Y

I-sonsucpns - *re - ,rr .. ‘oe

TABLA B.- Variacién de dextrosa,concantracifn de peptanaal.Sg/dl

agdio A6 47 43 49 S0 sl
Asniger - * * ,4e . L2
L.nsoformans - Py *e rYs e ‘e
. Benotatum - * . s 124 ‘es
S.shenckii - + s s + aae
Y.tonsurans - - . . +. L2
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TABLA B.- Variacién de dextrosa,concentracisn de peptona
1.5 g/dl (Continuacién).

medio 52 53 se 55 56 57
A.nigexr ++ Py *e Prey ey peres
Le.nsoformans e et e e > *ee
B.notatua .. +ee + see . *ee
Seghenckii * +re .+ ER 2 > *rs
I'm *” ‘e e +re e ‘or

2+ SEGUNDA ETAPAsSeloctividad del redio.

Los resultados de ésta etapa fusron tomados a 1os ocho dims
posteriores a la inoculaciln de los medics.

D.. los medios 50-76 el control de las cepas micolégicas se-~
reslizd mediante observmcidn directs con slgodén-azul de lacto--
fenol y técnica de cinta adhesiva, corrotorando asf{ la morfolo--
9ie microacdpica,como cantrol de las cepas bacterisnas se resalie

7 zaron las prusbas ya mencionadas en la .cgunga atapa de la metoe

dolegis.

TABLA 9.~ Adicifn de Lsuril sulfato de sodio,concentracién de ~=

* dentzoss = 0.5 g/dl, . °

asdic 58 59 60 61 62 63
A.niger +oe et e ‘um +e 2
‘songgfgr-ln. +ee - e . 3 -
L., tum +ee ree . *e * -
§..hencki1 +ee LS 2 4 xS E3 £
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JY.tonsurans

e +e+ + - -
£.gold ’ P rre Py oo +ee
L.a9zuginoeg ‘4 e ses *ee Y=
S.aurgue vee . * - -

TABLA 10.~ Variscibn de E.D.T.A.

asdio 64 65 66 67 68 69
A.piger L e oe v e eee e
Lensoforsans e e *re e ‘e -
E.petatun ‘s ‘ee ‘e ‘e e -+
a.ahenckl) v oo ‘e s see .o
I.lonsurene Leee +oe e oo e +.
Le.g0l) e see e e oo .
B-sexyginoss e e e or ‘e +ee

S.augeys *ee +ee 4o oo " -+

TABLA 10.- Variacién de £.D.T.A {(continuacién)

sedio : 70 71

A.niger 0o ‘o

g.n-o.farn.ns POPS .. ‘ e
B.gotetus - e

S-ahenckii . -

I.sonsurans . ..

Legoli . Y

2'.&1‘“—"’3 *re *

S.auzeus .. -
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TABLA 1ll.- Variacién do bisulfito de sodio i

medic : 72 3 74 75 76
A.n_ilg_o_r_ +44 + + + *
s.gggzo;m-n. ser e . s -
B.notatun rer - - - -
S.ahenckil rer = - - -

’ I-M +re = - - -
E-m, P 'S - - -
L.astugingss et e *e s s
S.aurevs s s Y

i*
|

. TABLA 12.« Adicién de AntibiSticos.

@ssdio ” 78 9 a0 a1 a2

Aeniger e . ree - e e
S‘m o . ‘e - +os ..

B.notatun ‘e e Y - e ee '
2 -abangkil see .re e ove CY Ty
T.s0nsurans e *re - . see *re

I Y1 e e e e ) *re ree
-g'm ‘oo e * * *re e

2-AuLSUe ‘o *re *. . e vor

Los microcultivos reeslizedos a las cepas de hongos de los medios

v 77.70,79.80,81,82 pressntaron la misma morfologis microscépice.
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3. TERCERA ETAPA: Estabilided del medio formulado.

) medio con antibidtico sin antibiftico .
A.niger . Jree
g.niofutM|ns - ‘e
B.motstun - vos
2.shenckil e >
J.tensurans . ’ ' ' JON
E.sold S, . e
E-nn:uﬁinegg - st
SeaUrsus e : eee

Los resultados gbtenidos fueron los mismos en cada uno de -
los perfodos de siembra y lacturs durante sl tiempo requerido en
esta otsps.

Las observaciones microscépicas dirsctss no prc-ohcntnp va~-
giucxopll entre ellas, ni tampoco con lo reportadoc en la biblio=

graffa (3,9,21).
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4. CUARTA ETAPA: Reproducibilidad dmsl medio con pulques diferen-

tes.
medio con antibiético sin antibibtico
Aeniger . e
C.neoformans - PN
g'M - ) *re
E'Mu >t e
J-spnavians * e
£e-s93 rer es

. Begeruginosas + e
S-3uEsys +e e

Los resultedos fueron los mismos tanto pare los medios con-
antididticos como sin antibiftico p.r-llca pulques de Tléhuac,--
Benito Juérez,lztaralapa,Texcoco y pare les 32is veces qus se---
g..xzzs ceda uno, las observacion:s microsclpicas directas des =«
las cepas de hongol no pressntaron veriaciones entre uvllas ni --

con le reportada en la bibliogreffs (3,9,21).
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S. QUINTA ETAPA: Comparacién del medio formulado con comarciales

con antibiStico sin antibiético
L.neoformans - ++e
P.notatum - +et
S.sheneicdl ‘os sos
L-Sgnsurans - e
R.sold e+ e
B-asiuainosg - e
BeQuUieus - e
RED IO Agar Dextrosa Micoril Mmicobiotic Agar
Sabouraud Patata
Dextrosa
A.piger e te + .0
Longoformans e e ++ *e
B.pogatum ‘e 00; e e
Sephenckil oo .. e+ ‘or
X.3onsurans peYs e ‘et P
&-seli e e *ee . e
Beaogyginoss e ++ Fres s

S.2urgus ee oo s see



- 62 =

Se reslizaxon en esta stapa prusbss de contraol a las cepas-
‘bactarinn-l..lal indicadas en la saegunda etapa de la metodologia
coincidiendo con las espsrades,las copas de hongos fuosron obser-
vedaa pér examen microscéplco directc coincidiendo en todos los-

medios y con lo sefielado en la bibliograffe (3,9,21).
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6. SEXTA ETAPA: Prusba del medio con muestras clfnicas.

nimers

(LI N "I O

0
1
2
13
‘14
as

ol - B N ]

B ¥

17
18
19
20
21
22
23
T ae
as
26
27
28,
29
. 30
B 11

sitio de diagndstico Observacién
aislamiento clinico directa
nanos T.corporis filamentos
boca ceandidosis pseudofilamentos
Plerna esporotricosis cesemcetcenesaces
ingle tifia pssudofilamentos
pie izquierdo aicetoma grano tipo -
Nocarxdia
pens candidosis pssudofilanentos
ufia candidosis pssudofilamantos
boca candidosis paeudofilamantos
pierns esporotzicoais e
braze eSpPOIOtricosis eececamcecraccscne
cusllo tifta filamentos
psladar candidosis pseydofilanentos
gergante candidosis pseudofilamentos
expsctoracidn candidosis P —
vaginel levaduras levaduras
pectaracidn -
vaginal emcrorcacncna levaduras
vaginsl cercecmornane levadurss
urocultivo L e L LT L] levaduras
urocultive emcscnccnce. levadurss
expectoracién cmceccmancnee levadurss
oxp 1én leveduras
pectoracién levaduras
pactoracién levaduras
laveds bonquisl eecceccnce-oo levaduras
expectoracidn
vaginal levadures
urocultivo lsvaduras
lasvado bronquial =wereececceces psaudofilasentos
“ufiae candidosis peeudofilgmentos
ofdo - :
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0NN SN~

(Continuacién)
nGmero pulque sin pulgque con [+2- MB Diegndstico
antibiftico antibidtico de
laberatorio
sc sc scC sc nagativo
>+ - *r +¢+ Cendida sp.
23 ' - . e e+ Seshenckii
- - - . Nocardis sp
‘v . ++e 44 Londida 2p
L2 24 - ++e oo Landids 2p
*re +*” . ++ Candida sp
.. *” * - Se.shenckii
0 .. - *e ¢ S.shenckis
1 . . * + IY.tonsurans
2 *. - . ++ Candids sp.
13 .. * - ++ Cendida sp.
14 . * e e+ C.slbicens
1s . - - ++ Coslbicens
16 . - - + Cealbicans
1?7 *> * P + CLealbicans
18 s PO Fey ++ Cealbicans
19 . * .. e+ C.slbicens
20 .. - . ++ Coplbicans
2 * - . +s Ceoslbicans
22 e IS +» +e C.slbicans
23 Py - . +s C.slbicans
24 *e * IS +e+ Leslbicans
s . - P os Coalbicans
26 * + + + S.slbicens
7 P - - +s LCeslbicans
as e > Pos +e Ceglbicens
29 *. - - +s C.slbicans
30 PO - pos +s Loglbicans
31 : *e 03

- ++ A.niger

® DS = D.xﬁ-obna Ssbouraud
* M8 = Micabiotic
8¢ . = sin crecimiento
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= Precios al 17 de Enero des 1989

Hidréxido de
sodio

$ 1,200.00

100 g

Medios Bioxon ' Precio pof csntenido gramos pare precio por
frasco al preparar un litro de
|ssnudeo 1litzo medio pre-

parado

Agar Bacterip

18gico $152,510.00 450 g - -

Dextrosa $ 22,066.00 450 ¢

Peptona de

ssseina $ 59,761.00 300 g

Agar Maltoss

Sabouzsud $123,136.00 450 g 65 g $17,786.00

- Ager Micobiotic $157,268.00 450 g 36 g $12,58l1.00

‘Ager Micofil $ 94,621.00 450 g 36 g $ 7,569.00

Agar Dextross

Ssbourasud $ 74,806.00 450 g 65 g $10,305.31

Ager Dextrosa

- ¥ Paps $101,128.00 450 g 39 g $ 5,764.42




".Costos dsl medio elsborado tomendo precios de menudeo para elee--

velor de los componentes.

cantidad medio con antibiético sin antibiético
pulqus = 1000 =l 3 500.00 500.00
ager 1S o/l $ S5083.00 $ 5033,00
_peptons 10 g/l $ 1992.00 , $ 1952.00
, dextrass S g/1 s 245,00 3 245.00
hidréxi-
do de
. sodio 2 e/ ] 96.00 s 96.00
Ciclo=-
heximidas .05 g/l ] 783.30 Pt LEC L L S
Cloran~
fenicel .05 g/l [] 28.75 L T
Precio por litro de medio slaborsdo
con antibiético ] 1.955,00
sin antibibtico $ 7,916.00

" § = pesos mexicancs
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10) AWALISIS DZ RESULTADDS
AMALISES DS RESULTADES

E€n la primers etape se realizaron ensayos pera obtensr Unew-
soporte de crecimientu, se procedid & hscer variaciones de pH y ~
de concentracidn de agar.Al inocular las cepes en los madics se--
abssrvé qus sl cracimiento era nulc en la mayorfa de loa medios y
#0lo en slgunos casos en 1o8 que la consistencia del sedio era ~-
s8lide,se ohtuve crecimiento, une consiatencia aceptable se obtu-
vo con un pH minime de 6 y una concentracidn minime do agar da -~
1.5 g9/dl,

Se procedisS tambidn dontro de esta steps 8 enriguscar el me-
dic de cultivo mdicicnando peptona de casafna coma fuents de pro=-
telnas y aminobcidos (medios 10-21) obteniendose los majores cre-
cisientos desde que la concentrscidn de peptona fus de 1.0 g/dl-~
¥ le de ager 1.5 g/dl.utsltx.ndo pulque como bess tanta a pH 6 =»
como 7.

Se utilizaron cepas de contaminenates y patégencs como derag
tofitos, un hongo de micosis inicisimente tegumentaries y unn de -

sscundarismente tegumentaris.

En 6sts etapa pudc obssrvarse que Benicillium notatum y As~-

pergillus niger no son tan sxigantes como Jrichaphytom tonsurans~
¥ Sporothrix shenckii.

Se edicionéd dextrose como nutriente y 38 observé que al cre-
cimiento ds todas laa cepas mejoraba desde 0.5 g/dl da dextross,-~
a8 continuo entonces con ls busqueda de le mejor crelacidn dextro=~
sa-psptona paras eatablecer sn la forsulacién ls concantracién de~

smibos cormponsntes,obssrvsndose daesds una cancentracién minime de~




1.0 g/dl y de dextross 0.5 g/dl los mejores desarrollos por lo=e==
que se establecieron las siguisntes cantidades en la formulacién.

El medic base obtenido hasta la primera etapa ful:

Dextrosa 0.5 g/d1
Peptona 1.0 g/d1
agar 1.5 g/d1
Pulqus s pHa6 100 ml

En la ssgunda staps se comenzd a trabajar con bacterias ya--
Que Q-tou aicroarganismos por lc gensrasl acompafian a las smuestras
sicolfgices como contaminantes.

Debido a que las bacterias utilizadas también presentaron --
buenos crecimiantos en dicho medio,se procedid a buscar inhibido-
Tes para elles.

"El priser inhibidor usaedo fué el leuril sulfeto de sodio --=
(medios 58-63) & concentraciones bajas no se observé inhibicién -
. de ningln wmicroorgenismo.En cuanto se aumentd le concentrscién de
este inhibidor Stephylocogcus aursus 88 Linhibid completamente,---
- Eacherichis coly sclo se fnhibie escesamente perc también Iricho~-
phytom tonsurgns we inhibfa por 1o que se probd otro inhibidor--
que fud el E.D.T.A (medios 64-71),s bajas concentraciocnes no fun
cgbnd como inhibidor, al aumentsr la concentracién ningdn hongo-
.crvgd afectado y sole se inhibié muy escssaments fecherichis -
"595; (megio 71) por lo que se descartS como inhibidor.

" Se afadié bisulfito de sodio el medic (medios 72-76),ee ===
observé que a la concentracién de 0.1 g/dl inhibfa & Cscherichise
. €oli no tnhibfs a Pssudorons geruqfnosa e inhibfa escasamante --
a Stephylococcus aureus, pero tambisn 3s obsarvé que deade la =--

- concentracién de 0.05 g/dl,Penicillfum notatum,Sporothrix shen==
Skii v Irichophytom tonsuruns se vefsn inhibidos.




e 055?5’#'?

. ‘710
. Se llegé entonces a le adicidén de antibibticos como inhibidores -

bacterianos utilizendose cicloheximida 0.05 g/1 y cloranfenicolee
0.05 g/1 (medios 72-82),se pudo observar el crecimiento en dicho-
medio el cual fué bueno para los hongos aunqus ss obsarvé desa-=--
rrollo de Lecharichie £g£1 y Pssudomong asruginoas,resultados que
también fueron observados en 108 medios cormerciales fMicofil y =---
Micobiotic (H1~-82).

Pere ol caso de Penicillium notetum le difusién del pigaento

asarillo-verds en el medioc de pulque sin antibisSticos y del que -
contenfa antibiéticos ws equiparsble con el observadoc en los me-=
dios comercialss, la morfologfe microscépica de los hongos tampo-
€0 presentd variacién comparads con los medios comsrciales, por -
10 que el medio puede ser utilizado pare montar microcultivos.

En cusnto & las suestras clinicas probadas pudc obeservarse -

Que en muchos de los casos el desarrollo era similar tanto en los

medics de pulque, pulgue con antibidtico, dextross Sabouraud y --
®4icoblotic, y para muchas de las muestras era mejor el medio de -

pulque que el de pulque con antibiblticos,ya que &ste Gltimo inhi-

. bfe el crecimiento de la colonia, sobre todo en el ceeo de las ==

. tiNas, 0 retrosabs demasiado 8l crecimiento.Fars todos 108 me====

dioce incluso los comerciales el crecimiento de los hongas era mu-
cho mfs lento que cuando se trabajabz con cepas previamante ais-«

lades y on nuchas ocesionss tanto en los medios de pulque como en

los comerciales crecisn bacteriss gque comunmente se hayan en piel

asociadas a cultivos de hongos.

0[“"
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Para ol andlisis de costos, el medic con antibiéticos resultd --o
uds caro qusa ;l que cerec{a de ellos, sin embergo resulte ligera-
ments nés bsjo el costo de &ste comp:erado con ®l agar Ticobiotic-
@1 cusl tanbién contiene antibidticos.

Por otra parte el medio sin antibifticos resulté més bajo en
precic qus sl sgar raltoss Sebouraud, Dextross Sabouraud y Dextro
s y Pspa y tasbibn i"icobiotic,

Ambos medios formulados en el presente trabsjoc no abatieron
on costos al micofil qu; es ol d‘ wfes basjo costo en el mercado.

No obstante hey que considerar que en loa medios formulados-
®1l costo des les meterias integrentes fué por separacdo y sl menue=
deo, sisndo que los precios al menuden también, de los medios c¢o-
mgrciales sngloban sus componentes adquiridos al msyoreo,Hedbrfae -
qus hacer sn cesc de desear prepararlo s escals comercisl, le re-
visién de costos, proQ.udbr.l s bste nivel, es{ como también in--

€luir los gestos en le produccibne.
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11) CONCLUSIONES

E1l —.d!o de pulque formulado esta conatituido como siguaes

agar . 1,5 g/dl
peptona de

caseins 1.0 g/d1
pulque & pHsb 100 wl
dextross 0.5 g/dl

El wedio de pulque edicionmado con entibidticos esta consti--

tuido como sigue:

agar 1.5 g/d1
psptona de

cglein- 1.0 g/d1
pulque & pHsb 100 =1
dextross 0.5 g/d1
Ciclohexnimida 0.05g9/1
Clorenfenicol 0.05¢/1

Los mediocs de cultive para hongos no son empleacos coOn Mu=-=
che frecuencis en lsborstorios clinicos, el costa de §stos pusde-

ser reducido considersblerente con la formulacién dado Qque es =--

econbmice y de fidcil preparacién.
En el deserrollo de i.- coloniss, le norfoiog!a macroscépics
- ho cambia, tampoco el color del pigmento difundible, ni la morfo-
logfa microscSpics.Par 10 que puede ser ussdo para sl aislamiento
¥. pars el montaje de prepareaciones semipermansntes. o permansntes.

- El. hecho de que ningunoc de los inhibidores probados hays si-

. 'do smpleado sn la formu1|C16nvan porque no mejerd mucho le inhi--

bicibn de ricroorganismos ascciados a piel, comparandose con los-

"-06300'connrciilnl.tn-pacd fud posible el uzo. de colércntnu,:omo#
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inhibidores ya gue estos modificeben el color del pigmento cifup-
dible as{ como el color del reverso ds la colonias,importantes an-
ls clasificacién de muchos géneros.

Le adicién de gntibibticos al medio sirvié para disminuir la
flora bacteriana asociada en piel,sin exbargo no ayudS en mucho =
el desarrollo de las colonias sisladas & partir de muestras clfini
Cl..énnplrando ;n el madio que carecfas de entibibticos,ambos me--
dtoo;con y sin antibiéticos ussndoc pulque como base dan los mis--
s0s ‘resultados que los medios comercislaes.

Ambos medios formulados ressultaron més bajos sn precio que -
los medics miés usuales en el lsboratoric micolégico como el ager~
Faltoss Ssboursud,Dextrosa Sabouraud,PDA,sin embergo no logré ---

abatir el precio del agsr Ficofil que as el de més bajo costo.

PRCPUESTAS:

= Se sugiers que se hagan més prusbas con muestras clinicas en --
axboe medios cony sin sntibibticos, y que se investigue més —ee=
acercas de iin necesidedes nutricionales de éstos microorganismos.
~ Por otra parte,si el medio ss quisiers llaver a escesle indu.l-f
triesl seria r.onv-v"tonto hacer un anflisis de mercados, en cusnto-
@ componentes incluidos en ls formulacién, e incluir los costos -

de pinducci&n pera. pader hacer un anélisis mfs preciso.
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