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La Micologia Médica es un campo fascinante dentro del estudio 
de la Biolog1a, no obstante que los hongos fueron observados 
y descritos antes que otro t.ipo de oicroorganismos, tales 
como bacterias y virus estos han atraido cas la atenciOn de 
los investigadores. La Hicolog1a progreso adecuadamente en 
el siglo XIX durante la era de Pastcur-Koch, pero con el 
tieopo cayo en un per1odo de retraso. Fué entonces que con la 
publicación de las 11 Las 1'ii\as 11 por Sabouraud en 1910, el 
interés por la Micologia resurgió. Sin embargo, el rápido 
desarrollo de la virolog1.a e im::unologia contribuyo al 
decrerr.ento de la actividad en Micolog1.a Medica. 

Durante la Segunda Guerra Mundial, con el incre~ento de 
movilización de individuos, las infecciones causadas por 
organismos oicóticos empezaron a ser reconocidas más 
frccuenteoente y pás personas fueron atraidas hacia el 
estudio d~ la Micolog1a Médica, existiendo una rápida 
expansión de laboratorios de M1cologta al:-cdedor del oundo, 
dando corno resultado el empleo de personal con poco 6 nada de 
instrucción en esta áre3. 

Lo5 procedinientcs de~ :3~~:-~torio clir.ico en Micologia 
Diagnóstica son utilizados para 13 dccostraci6n y aisla~ien~o 
de hongos patógenos presentes tanto en tejidos como en 
fluidos corporales. El diagnóstico de laboratorio, sin 
en::bargo, nu puede funcionar sin el adecuado especimen 
biológico, de all1 que sean necesario utilizar sisteo3s 
adecuados de recepción, manejo y colección de los mismos. 
En general éstos, son sinples y no requieren de equipo 
sofisticado (Campbell and Ste~art,1960). 

PRO?OSITO DEL MAHUAL 

Al realizar este ~anual se pretende, dar a conocer al Q.F.B., 
cuales son los ~uestras clinicas de donde se esperaría aislar 
un agente ~icótico invoiucrado en alguna enfermedad, la forma 
de tomar una muestra, quP. procedimiento efectuar con ella y 
como lograr la identificacion del agente mic6tico patógeno 
presente. 



VI 

OBJETIVOS GENERALES: 

1.- CONOCER LA DIFERENCIA ENTRE 
LOS DISTINTOS GRUPOS DE 
HONGOS~ SU T AXONOMIA Y LA 
CLASIFICACION DE LAS 
ENFERMEDADES CAUSADAS POR 
ELLOS (MICOSIS). 

2.- CONOCER EL TIPO DE MUESTRA, 
LOS METODOS Y LAS TECNICAS 
UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO 
MICOLOGICO. 
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INTRODUCCION 
ALA 

MICOLOGIA 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LAS 
ESTRUCTURAS MICOTICAS MAS 
COMUNES APOYADO POR 
TECNICAS SIMPLES DEL 
LABORA TORIO. 



1. Introducción. 

Los hongos son un grupo de organiscos, eucariotes que posee~ 
núcleos organizados, cuya I:l.er.:.brana nuclear está bien 
definida. Al igual que otros eucariotes, los hongos poseen 
mitocondrias y sistema endo~ecbranoso (reticulo endoplás~ico 
y aparato de Golgi) (Alexopoulos,1976]. La ce~brana celular 
basal está bien organizada y contiene gran cantidad de 
esteroles, propiedad que los hace diferentes a et.ros 
ni.cororganismos, de aqui el =:ecanisi::.u de acción de a:gur.os 
fungistAticos cono los polienos e i=ida:oles, que bloquean la 
for<.:aci6r. de éstos y por lo tan':.o deJan una =-.e::-,Cra:¡a 
defectucsa (Bon1faz, lSS-0). Se conoce, por anál1s1s f1-s1c..:i­
qu!.::n.iccs de la pared celular libre de cit.op:as::-.a, que ésta 
contiene de un se a 90~ de pol isac.!:ridos y el resto sor: 
proteínas y l!pidos. Bási~a~en':.e está constituida pcr quitina 
(poll::eros de ?;-acet.il gli.:ccsa:::.1na), celulosa, glu~an3s y 
mananas, cocpuestos que le dan rigide= y son de i:portanci3 
C:l 13 t.!x::::-:c::!.a y rr=t:iC:!.1dcs .!r'.":ig-6:-.i:=.!:::: :h"c!:s<:.c:-, !9~;;). L~s 
bac~erias e~tán !oreadas por derivados N-a~etil ~urá~ico y N­
acetil neura::ínico, los vegetales por celulosa y derivados, y 
los insectos y cri.:stácecs por quitina (Bonifaz, 1590). 

Los hongos se r:;an1f iestan de ::uc~as c.:?.neras. sus propiedades 
biológicas se ex<:.ienden ~.acia todos les car."pcs. Los hay 
altamente infecciosos o venenosos, tanto para el hocbre ccco 
para los an1::-.ales; otros r:or el c:intrario, cons-:.ituyen la 
base de ~na gran cantidad de procesos industriales de 
fercentaci6n, tales cc~o !a elab~raci6n de! pan, vino, 
cerveza y la preparaci~n de algunos quesos; estos ~ienen gran 
i~portancia en la prod~=ci6n co=ercial dP ácidos orgánicos y 
¿e algunas preparaciones vitac1nicas y son responsables de la 
elaboraci6n de s~stancias antiDicrobianas o anti!úngicas. Un 
cuarto grup~. en ca~bic, ge carac~eri:a por daRar la :a~eria 
o::.-gánica (al:..cent.os, tejidos, cuero y otros articulas). Por 
últir..o unos pocos se er..plean co::lo alitiento (Garcia y 
C6rdoba,1969). 
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1.1 CLASIPICACION 

La clasificación taxonómica actual del reíno F'ungi de acuerdo 
a las reglas internacionales es la siguiente: 

REINO 

PUNGI 

CUADRO l. CLASIF!CACION ACTUAL DEL REINO FUNGI 

Fl<MILIA 

I. Kastiqomycota 

II. Zyqo1>ycota 

III. Ascom.ycota 

lV. Sasidiomycota 

v. oeuterocycota 

VI. Kycophycophyta 

CLASES 

Chrytridiomycetas 
Hyphochytridiomycetes 
Oamycetes 
Zyqoo.ycetes 
Trichomycetes 
He::iiascocycates 
Loculoascomycetes 
Plectocyc::e.tes 
L&boulbenio~yeetes 
Pyrenol:lycetes 
Oisco::i.ycetes 

Teliomycetes 
Bym.enomycetes 
Gastero::ycetes 

Blast~::yeetes 

Hyphoc.ycetes 
Coelomycetes 

Liquenes: 
Ascocycetes asociados con 
algas. 
Bnsidiomycete3 asociados 
con alqas. 
Deuteromycetes ~sociados 
c:on alqas. 

(Chandler et al.,1980),(Webster,1980). 



CUADRO 2. CARACTERISTICAS DE LAS FAMILIAS DE HONGOS PATOGENOS 

FAMILIA CARACTERISTICAS BASICAS 

I. Mastigonwcota Hongos con micelios no septado. La 

II. Zvqomvcota 

III. Ascomycota 

IV. Basidio~ycota 

V. Deuteromycota 

reproducción asexual por medio de 
esporangios. Esporas sexuales co~o 
zoosporas. 

Hongos con cicelio septado esparcido. 
Reproducción asexual por cedio de es­
porangios. Esporas sexuales coco zigos­
poras. (Ho~otaliccs o heterotalicos). 

Unicelulares o fild~entosos, con 
micelio septado. Reproducción por 
~edio de una variedad de conidiof oros 
Reproducción sexual por ~cdio de ascos­
poras dentro del asca. 

Unicelulares o fila~entosos, con 
micelio septado, con conexiones de 
clamp. Reproducción asexual por 
conidias. Reproducción sexual por raedio 
de basidiosporas tipicas. 

Unjcelulares o filaoentosos con raicelio 
septado. Reproducción asexual usada 
cono base para su c:asificaci6n e 
identificación; Productores de conidia. 
Reproducción ;:;exual usual::-:ente ausente, 
pero ca3ndo es encontrada, es tipica de 
Asco~ycetes o Basidio~ycetes. 

(Chandler et al., 1930), (\.;ebster, 1980). 

1.2 ESTROCTURA DE LQS HONGOS 

Cuando se cultivan en r.edios adecuados, =i.uchos hongos 
producen filaraentos largos y ra~if1can~es. Cada tilarr.ento se 
denonina hifa. Las hifas pueden dividirse por su origen en 
dos: 

a) Rifas verdaderas. S~n propias de los hongos r.ohos o 
filamentosos y se forman a partir de la gerwinación de una 
conidia o espora. 
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b) Pseudohifas, Son propias de los hongos levadurifc=:ics y se 
foroan a par't.ir de geoaciones (blastosporas) ¡ éstas no se 
desprenden de la célul3 :adre y posteriornente sufren 
elongaciones, hasta dar origen a una estructura si=il3r a la 
hifa verdadera, regular7:.ente se fon.an cuand.:- el :r.edio 
nutricional es pobre o tenso, pcr ejecplo al paras:tar. 

A =edida que las hifas continüan creci:iendo y ra~ific!ndcse, 
se produce un crecioiento en:ara~3do denccinado nicelio. 

Por su función el :icelio ge divide en dos: 

a} Micelio repr::iduct.ivo o a~reo, 
soportar las estructuras y for=as 
por arriba de la supe:-ficic del 
creciDiento del hongo. 

es el ¡;Je se encarga de 
de repro~ucción y se forc3 
sut:s~rat:o e:::.pleadc en el 

b} Micelio vegetativo o de 
absorción y transfornaci6n de 
interior del substrato (Ja•·etz 

nutrición, se encarga de la 
!es nutrientes, penetrando al 
1987 y Scnifa:;:, 1990). 

Por su for~a el ~icclio se cl3sif ica en: 

-Fila=entos~: propio de los hong~s ~ohos o fi:aw~~~=s~s. 

- Unicelular: propio de las levaduras 
Por el di!:etro de la hifa se divide en: 

- Micelio ~acrosifonad~. es aquél que tiene un di~~etro ~ayer 
a una r-icra, lo presentan la ~ayer parte de hongos 
fila::::entosos. 

- Xicelio ~icrosifonado, es aquél que tiene un diá~etro menor 
a una cicra y e$ car~c~er1stico de !es ac~ino~icetos. 
De acuerdo a la ausc.n.::a o presencia de pig::.ento: 

- ~icelio ~ialino, es agué: que care.:e de pig~ento. 

- Micelio pi~entadc, es aquél qt.:e p::isec pig;:".ento, sobre t.odo 
del tipo ~el¿nico y esto lo p~escn~an los hongos de:atiáceos 
o fu 1 íg in:isos. O~ros r .. :mgos pue.jen preser,tar pi~entos 
=z==~e~~ides (Sonifa~. 1990/. 



1.3 HONGOS DIMORYICOS 

El dimorfisco es la capacidad de algunas especies de hongos 
de desarrollarse en dos forr.as, según las condiciones 
acbientales: como f ilacento cuando se incuban a una 
tecperatura de 25 a Jocc y co=o levadura, cuando se incuban 
de J5 a J7ec. No se ha establecido claramente si existe o no 
una relación causal entre di;:;orfis::o y patogenicidad, sin 
ecbargo, los siguientes hongos di:6rficos son todos de 
evidente patogenicidad para el hocbre: 

Cand ida fillQ.,_ 
Paracoccdicides derT.'ati:idis 
Paracoccidioides br~~ile~sis 
Histoplas~a capsula:u~ 

Coccid1oides i~0itis 
Sporothrix s=henkii 

Debido que actualr.ente se recct!ienda que los cultivos 
fúngicos pricarios sean incubados sólo de 25 a Jo~c, la f~r:a 
q 1.le pri::.ero se aisla en el laboratorio es la de fila!".:ento. En 
los hongos dir:.ó:-ficos, es la for=ia de levadura la que provoca 
enfercedad en el hc~bre. Sólo en raras ocasiones se encuentra 
la for:a ·Ó~ fi~a~e~to en !es :eji~os hu:~ncs. Es posible un 
diagnóstico presuntivo in:::ediato de en!en::edad causada por un 
hongo p.:itógeno di::6rfico observando levaduras en el exa::;.en 
directo del =3"";.e:-ial infectado. La forna de fila::lento, en 
ca:.bio, es la que infecta al ho!:ilire y la enfer::iedad suele 
contraerse por inha1aci6n de espooros aerotransportados 
(Konecan et al., 1963). 

1.4 REPRODCCCION 

Se entiende por reproducción la forr..:i.::i6n de nuevos 
ind1·;iduos que tienen t.odas las caracter1bticas tipicas de la 
especie. Se conocen dos tipos generales de reproduc.::ión: 
asexual y sexual. La reproducción asexual, a veces lla:::ada 
so:¿tica o vegetativa, no incluye la unión de nGcleos, 
células sexu3les u órganos sexuales. La reproducción sexual, 
en ca:bio, está caracterizada por la unión de dos nücleos. 
En la forwación de los órganos reproductores, ya sean 
sexuales o ase>.."Uales, todo el talo puede convertirse e:i una o 
wás estructuras reproductoras de tal ~odo que la fase 
s~;:-.ática y la fase reproductora nunca se pl.:eden presentar 
juntas en el ~is:o individuo. 
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1) Reproducción ase~\lal 

T1picamente los hongos se reproducen tanto sexual como 
asexualmente. En general, la reproducci6n asexual es más 
importante para la propagación de la especie, ya que origina 
la producción de numerosos individuos, particclarmente porque 
el ciclo asex\lal por lo cooún se repite varias veces al año, 
en tanto que el estado sexual de y;¡uchos hongos se presenta 
anualmente. La fon:;a má.s cotnún de reproducción asexual que 
presentan los hongos es por ~edio de esperas. Las esporas 
varian de color desde hialinas (incoloras) a verdes, 
anari 1 las, anaranjadas, rojas, castañas y hast3 negras,· en 
tamaño, de pequeñas a grandes; en for~a desdB glcbosa~ hasta 
ovales, oblongas, aciculares hasta helicoidales; en nU~ero de 
células, desde una a nuchas; en la disposición de las 
células; y en el raodo coco nacen las esporas. Figura l. 

Esta infinita variedad de esporas hace el estudio de los 
hongos particularr.ente interesante. En ~~~te que algunos 
hongos producen solamente un tipo de esp~ras, otros dan hasta 
cuatro tipos. Las esporas asexual=ente for~3das pueden estar 
contenidas en esporangios y entonces se lla~an 
esporangiospo~as, o se prod~=cn diversos ~odas en las 
ext.rer:iidades o a los lados de lLis hifas, y ent.onces s.: 
denc~inan conidias. cuando no se conoce nin~una etapa sexual, 
la clasificación est~ basada en el desarrollo ~orfológico de 
conidias, d!ndose nocbres especializad~s a cada forma de 
desarrollo de los :rr.is;:-.os. Cuando :":'.ás de l..1na clase de 
conidias es producida dentro de una colonia dcterr.iinada, las 
pequenas conidias unicelulares son lla~adas cicroconidias, y 
los grandes, a ~c~udo ccnidias ~ulticelulñr€s, son 
deno~inados nacroconidias. 

Las siguientes esporas represent~n 
de conidias: 

ae les tipos ~~s comunes 

a. Blastosporas (blastc·conidia): una sir;:.ple estructura se 
desarrolla por gewaci6n, con la separación subsiguiente de la 
yema de la célula progenitora (por ejer:-.plo, en las 
levaduras} . 

b. Clarnidosp~==~ (Cl~~idoconidia}: células ter~inadas o 
intercaladas en una hifa crecen y ~cs~=~c!l~n paredes 
gruesas. Estas estructuras son rcsi~tentes a condiciones 
ambientales desfavorables y germinan cuanJo las condiciones 
se vuelven r.iás favorables para el desarrollo vegetativo. 
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c. Artrosporas (Arthroconidia)! las estructuras resultan de 
una hifa. que se fragmenta en células individuales 
{Alexopoulos 1976 y Jawetz, 1987). 

2) Reproducción Sexual. 

Este tipo de reproducción se lleva a cabo por tres procesos: 
plasmoga~ia, fusión nuclear o cariogamia y meíosis. Para 
tener un verdadero ciclo sexual estos tres procesos se 
presentan en una secuencia regular y generalmente en estadios 
det~n:i.inados. 
Los hongos para su reproducci6n sexual pueden ser 
HeterotAlicos, es decir que en una ~isma especie, los sexos 
(-. y -) se presentan en tales separados, de :oodo que se 
requ1ere de dos talos diferen~cs. Los Horrotalicos se refier~n 
a los hongos cuya reproducción perfecta necesita de ~n solo 
talo (Bonifa:., 1990). 

Las esporas sexuales (figura la) que se presentan son las 
siguientes: 

a. Zigosporas: E~ ciertos zigo~iceto$, se fusic~~n las puntas 
de las hífas cercanas, ocurre la meíosis r se. desarrollan 
::: iqosporas gr.;:indt::s, de pared gruesa. 

b. kscosporas; Se fornan, por lo ge~e~~l, 4-6 esperas dentro 
de una célula especiali:ada llacad3 asca, en la cual se ha 
llevado a cabo la :::e1osis. 

c. Basidiosporas: Después de la ~eiosis, por lo general, se 
forman esporas sobre la superficie de: una célula 
especial1:ada lla~aJa basidia (Jawetz,19S7). 

l.S CLhSIFICACION DE LAS ~ICOSIS 

En el car.Do de la Micol~:;~.::!. P-!édica se hi:;::6 necesario el 
clasificar las enferr.:edades producidas por les hongos 
(micosis) en el ho::ibre, para explicar la sintomatologia y 
epíde~íclog1a producidas por ellos. 

Actualmente la clasificación ~ás aceptada de las ~icosis, es 
la reali~ada por el Dr. Gonz~le: Ochoa (Manual de Micologla 
Médica, IPH, 1975) la cual se basa en dos puntos 
¡:::::-incipaln:.ente: 

l) Lugar por el que penet:-an los hongos y, 
2) Punto de vis~a de un ~édico derr.at6logo. 



Asimismo enuncia las pre~isas de la Micolog1a Médica siendo: 
a) existe una reducción de fo~as al estado parasitario, b) 
complicación en !as !c:-::~s ~! estado sapro!!tico, las cuales 
tienen estrecha relación con los hongos dic6rficos '!', e:) 
existencia ae u:-ia p!u:-alidad etiológica, es decir, que una 
misma r::.icos is puede ser causada por diferentes géneros de 
hongos. 

A. Micosis E.xclusiva.i:iente Tequmentariaa. 

Es.tas ::icosis sc:i. p:-oducidas por hongos 
s6lo en es:ructuras supe:-f iciales de 
queratinizadas, por e)e~plo: pelos, piel, 

B. Micosis Ini~ial~ente Tegu;:..entarias. 

que se desarrollan 
la piel y areas 

uñas. 

Estas cicosis sen ocas1~nadas por hongos que penetran por el 
tegu~ento y luego se van a :ocalizar a tejidos profundos. 

c. Micosis Secun~ar!a~o~~e Tequ:entarias. 
En estas ~iccsis los h=:n::;us pcne":.ran pe!:' otra v1a que no sea 
la p~el. Proct~=en lesio~es internas icpor~antes y final=ente 
van a ocasionar lesio~es en la piel o ~ucosas e~:ernas. 

O. Micosis oportunistas raras. 

Los hcng~s casua~~es de Micosis Secun~aria:::ente 
Tegu::ientarias, sen v1=t4al=cntc sie:::pre F3t.6genos y capaces 
de producir en pote~c!a una en~e~=edad grave o que ponga en 
peligro la vida del p:ic:.ente. Lo3. a:;e':"i.t.c.s :::ict":.icos e:::::.::: 
As~erqii:us fu~1gat.~s ~:e:brcs de l~s géneros Zvgc~vcete~ 
~ CandidJ ant.iqu3~e~~e co:nsiderados e~ el laboratorio coco 
cont.a:;.ir1antes de escasa .:.r:.port.anc~J. =l.fnic3, san ahora 
conocidos ce=~ causa~t.es de en!errejad dise=inaja y aün fatal 
an el huésped so:etid~ a in~unosupresi6n. Otros hc~;os 
a-::-,bíent.ales cc::o Sc:::rulari::::'."S;S f:..isa.rit.::"':. y ciadosporiur:i. 
anter.ior:ente no reccno=idcs :o=o causales de enfer=edad, son 
cons1derad~s ahcra les age~:es et: o lógicos de casos 
ocasionales de endocard1t1s, queratitis =ic6tica y otras 
.infeccic;ies loca.!.i:adas, o les respcnsables de enfer=.edades 
broncopul~onares alérgic3S. A:;~~3s de estas espec.:.es 
producen tacbién afla:cxi~as, que pueden provocar trastornos 
gastro!ntestinales o :an.i!es:ac1ones ~eurol6gicas al ser 
ingeridas pcr ho:bres y a~i:ales. 

De lo a;it~r ior p::,:!e-::.cs observar 
diagnóstico adec~ado de las ~icosís, 
origenes en tres areas pri~cipales: 

la necesidad de un 
el cual puede tener sus 
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a} En un consul~orio cl1nico. 

b) En un laboratorio de Anatoc1a y Patolog1a, y/o 

e) En el laboratorio de Micologia Médica, siendo este ültimo 
el ámbito en el cual se puede efectuar el diagnóstico real 
del agente ctiol6gico de la enfertledad fungal. Los datos 
iniciales que lleven a detectar una enfen::edad ~icótica en un 
paciente dependen del reconocir::iento de signos y/o s1nto1:\as 
especlficos y de la infor-r:aci6n obtenida en la historia 
cllnica. 

Un diagn6stic.., presuntivo, puede resultar con la obs12rvaci6n 
ni:icrosc6pica directa del caterial infE:.ctado, el diagnóstico 
definitivo se llevará a cabo, cuando se realice el 
aisla~iento e identificación del agente causal de la nicosis 
(Kone=.:in et al., 1983). 



l Esporas tipicas. 1 Reproduccion Asexua ~ Figuro. • 

11 
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Fiqura la. Reproduccion sexual. Esporas típicas. 



PRACTICA 2 

COLECCION DE MUESTRAS 
PARA LA DEMOSTRACION 
Y AISLAMIENTO DE LOS 
HONGOS PA TOGENOS. 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO SE ADIESTRARA EN EL 
MANEJO DE MUESTRAS CLINICAS, 
PARA SU ESTUDIO DESDE EL PUNTO 
DE VISTA DEL LABORATORIO DE 
MICOLOGIA MEDICA. 
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2. Introducci6n. 

Los procedimientos de diagn6st.ico en Micolog1a Médica están 
encaminados directamente a la decostraci6n y aisla~iento de 
hongos patógenos presentes en los tejidos y liquidas 
corporales. 

El diagnóstico de laboratorio, por lo tanto, no puede 
t:eali:arse c,:,rrectamente si las cuestras cl1nicas re~itidas 
al misrio no son las reco~endables 6 fueron obtenidas sin 
tomar las medidas adecuadas. Para el diagn6stico de :icosis, 
deben rero i tirse al laboratorio di versas r:.uestras, según el 
tipo de infacc16n y la región afectada. 

2.1 Obtención y Tratamiento de las cuestras. 

a) Escaoas de piel. 

Al obtener ~uestras de fuentes cu~áneas, se reconienda pas~r 
pcr e: Are~ elegida un algodón con alcohol al 70\, a fin de 
elit:1inar contaminantes bacterianos. Posteriorte~~c la lesión 
se desear.a con un bis~ur1. Si la lez16n se encuentra 
in!lanada 6 con fisuras, la li=pieza debe efectuarse con una 
gasa c~pap3da en agu3 estéril y no con alcohol. 
En el caso de P1t.1ariasis ·.:;;rsi=::l.-=:- la descar..aci6n es tan 
fina que la wuestra debe obtenerse nediant.e el raspado de la 
piel por un portaobjetos y recibiéndolo en otro portaobj~tos 
lir..pio (Koner.,3n et al. ,1983). 

b) Raspado de uñas. 

i) Chas de las ~anos. Se limpia la ufia con una esponja con 
alcohol y se pone la ye~3 del dedo infect.ado sobre una :argen 
de un portaobjetos lir.:pio o dentro de la super:icie de una 
caja dé pet.:-i li~pia, se procede a raspar la uña con un;;:. 
navaja lir..pia yendo de la part.e pro>.:i~a a la distal, h3sta 
obtener la cant.idad d~ t:1aterial adecuado para cultivos y 
estudio .::icroscópico. Si ::-.as de una uf.a debe ser :-aspada, use 
una navaja de bisturi li~pia para cada una. 

ii) Uñas de los pies. Li:.:piar la uña de la r.:is;:¡a forr.:a 
indicada en el inc1sc.o i. La pe:-sona que t.o:r.i.e la muestra debe 
sentarse en una silla enfrente del pa=iente, quien debe 
3.==~~~~r e! ~~1~~ del pie sobre la rodilla de la persona que 
le va a t.;i::'.J.r la r..uest.ra. Esto per::;ite una f-h.:.is~.:::..:.:-. ::::::::-.-:-:5.a y 
ve~~aj=s3 para raspar la una. El p~ccedi~iento de raspado es 
el r.is-::-o que para el de las uñas de las ¡.,anos (?-~.J.n:..:.al de 
Micolog1a. l.P.tl. 1975). 
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Las mutstras de uña~ infectadas deben recogerse por debajo de 
éstas para obtener material blando de la base. Si esto no es 
posible, se debe raspar la ~uperf icie de la ufla con un 
bis~ur1 a fin de obtener un ~aterial de partes n!s profundas. 
donde es cAs probable hallar organiscos infectivos (Koneman 
etal.,1963). 

Para este tipo de c.uestras (esca::ias de piel y utias), se 
recomienda lo siguiente: 

- Examen directo con solución de Hidróxido de potasio (KOH) 
al 10 L 

- Cultivo. 

a) Agar Dextrosa Sabouraud. 

b) Medio selectivo con antibióticos y cicloheXamida. Pej. 
Agar Micobiotico. 

se efectúa un Microcultivo según Ridell para la 
identificac10n del género y la especie correspondiente. 

En las lesiones sospechosas Ce infección por ~ 
albicans se deberA realizar un frotis y se procederá a tefiir 
por tinción de Grao, el resto de la muestra se inocula en ~na 
placa de Agar Dextrosa Sabouraud. 

e) Pelo. 

Inicial~ente debe exa~inarse la piel cabelluda del paciente y 
cualq".lie:- cat-e l) o que esté quebrado debe ser depilado con 
pinzas. Los cabellos están flojos en el foliculo y pueden ser 
fácilcente recovidcs. 

Cuando el paciente es un niño que no puede resistir la 
depilación de los cabeilos con pinz.as, se pone un pedazo de 
cinta adhesiva sobre la lesión y después se quita quedando 
los ca bel los paras i ~ados adher id:::is. En el caso de Piedra 
!:egra y ?iedra Bl3nca en las que los ca't·ellos no están 
i:l!'.:.=~~:!=~ 'C'ri su rai:. el :::at.erial se ob""::iene cortando con 
tijeras algu;.=s cabellos pa:-asitados. 

Puede reali:arse un exa=en direcco del pelo, e~ el sujeto, 
empleando la lá~para de ~ood. Los pelos infectados por 
Micrcspcrur.i genera lwente f luorescen de un color verde 
anarillento. Debe to~arse en c~e~~a que el diagn6stico de las 
tifias e~pleando este procediciento no es ~uy confiable, ya 



que sólo un n~ero linitado de der~atofitos producen el 
ma~erial que da dicha fluorescencia cua~do es expuesto a la 
luz ultravioleta. El uso de la lácpara de Wood es un oétodo 
de escrutinio para la búsqueda de portadores asinto~áticos. 

- El exacen en fresco de los pelos se realiza utilizando la 
técnica del KOH, donje se puede diferenciar la fcr~a endotrix 
y la ectotrix de parasitis:c, en la pri~era se pueden 
observar abundantes esporas redondas dentro del pelo y en la 
segunda fuera de éste, rode3ndolo, a ~a~era de funda, se debe 
report:ar este tipo de paras1t.is::io ya que esto tiene 
significado epideQio~6gico. 

- Otra parte de la :-.uest.ra se inocula en Agar Micobiotico y 
Agar Dextrcsa Sabouraud por ;:¡edio de la técnica de puntos 
aislados. 

d) ?us y Exudad.es. 

Se sugiere que este 
~ecipie~~cs cs~ér:les 
de cultivn_ 

tipo de r.uestras sean reci ti das en 
rara efectuar la inoculacién de I:edios 

El exat:.en de estas :::.uest.ras se ::-eali=.a en fon:;a directa 6 
bien se pueden agregar l 6 2 gotas de KOH al 10% para 
aclarar la prepara::i6n. Puede observarse, deoendiendo del 
tipo de .:icosis: tl.!bcs ger=.inat.ivos, célÜlas grandes 
conteniendo endoesp~ras ó bien gránulos. 

Los f:-otis de F'JS se debe:i. t.eñir por tinci6n de Gra~ para 
de::ost.rar :raq;:e:-.':.cs de hL7as, pseuc!oz::icelics, los cuales 
tienen afinidad por el ::::lora~t.e bás1cc. Los gránulos pueden 
ser tratadcs pcr el r:~todo de á.::ido resistent:es I'.lodifícado 
para Ac~ino=icet.os. 

e) Liquido cefalcrraqu!deo (tCR). 

El 11auido oCte~ido en tubos 6 jeringas estériles es 
cent.rilugado a :o~o-:s~:.o ::-p=., durante 15 :::.inutos, y el 
sedi=.e:-:.tc se obs-e.rYa al =:.cr::scopio, do;.de p'..!e::ien aparecer 
células o·.·aladas 6 tuo'.llares; ot.r.a p:!rt.e ,,)e: sc::d.i...:.c.r .. :..:. 5e 
ti:i.e para de::::ost:-ac.i6r:. de cáps~la, c~an;io se s.:ispe.cha de 
infec=ión por Crvc~o=cccus neofcr~ans u~ilizanjo :a técni=a 
de la tinta c~ir.a 6 ~a ~1r.cíón de nigrcs:na-

El sedi::-.e:-.to pueje ".:o::;f.::.-se ~==- e: ::-6-:.odo cie Gram y tanbién 
por el :ét~jo de ácido resis~entes, en el caso de infecciones 
por Actinc~ycetos. 
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f) Esputo. 

Los frotis de esputo, son tratados de manera similar a los de 
pus y exudados. La tinción de Gram es útil para demostrar 
hifas de Actinomycetos, células levaduriformes de Candida 
albicans. y artrosporas, la tinci6n de ácido resistentes, nos 
ayuda a identificar el género Nocardia; si se sospecha de 
infección por Cryptococ~us. puede utilizarse el método de la 
tinta china. La observación con KOH 10\ ~s fundamental en el 
caso de aspergillosis o candidosis pulnonares. 

g) Médula osea y Sangre. 

Los frotis realizados con este tipo de material, son teñidos 
con los colorantes de Giernsa y Wright para detectar los casos 
agudos de Histoplasrnosis. Las muestras provenientes de 
jeringas, son inoculadas directa~ente en medios de cultivo. 

h} M3te~ial de Biopsia y Necropsia. 

El r.iaterial obtenido por biopsia 6 durante la necropsia, 
puede ser fijado en formalina ar:iortiguada al 10\ para ser 
procesado por técnicas de His~opa~ologla para la observación 
del agente y de los cambios microscópicos ge.r.cr.J.dos en los 
tejidos del paciente; o bien puede ser colectado en 
recipientes estériles para proceder al aislamiemnto del 
agente por medio de sierabra en medio de cultivo. 

Las muestras de los incisos d},e),f) ,g) ,h), al ser recibidas 
en el laboratorio, se deben senbrar en los medios de cultivos 
recomendados, tales corno: Agar Dextrosa Sabouraud, Agar 
Micobiotico y Agar de Infusión-Cerebro-corazón (Ajello et 
al., 1975). 

2.2 Identificación presuntiva de bongos basada en el examen 
microscópico directo de las muestras clínicas (Cuadro J). 
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CUADRO J.IDENTIFICACIOH PRESUNTJUA DE HONGOS BASADA EN EL 
EXAMEN HICROSCOPICO DIRECTO DE LAS HUESTRAS CLINICHS 

f i~~~~~ ~;;; i~.!~::~- ~/~~: ~s !~ ~{~r ~!!,; ~~~:~~~~~ .. ~~~: 
;~> r.; t,!~L 

!-;(¡-: df !i-.i:'-! >:':"!'S\,.!C', ~f i. i ~i - . .¡jf"'!li: Ü C:ttU 
Hf!C. 

flifB ~~t~·.U {2·'.?.l, ~~¡¡,5, ¡)3,;.r,u ra..•ft:&!U, l H­
:f-i ::• .i:t:"l:s?C~.U: 1r Üir:"\.C ule t:: 11tl. i¡:,~ y Pfl~>. 

;..b:¡d~; ílllaiftt:i tiA:f1c¡i:l; U- r ... ft~~ ~ 4.1..-itt~L ' 
"f!td,.- cHtr~:~tl t~ (fr.i.~1>:ei ~t a.:LJ~¡: Cru. pcutiv~~. t.u 
!'¡;-t:: .. ; tf !'\c:.L"(JI 5H 1.l.."'t11J~~lt l:J~:r?"!'l!StUtfS, 

~!~:S ~. io\!~ 5 1;:.j~~~i~~~~:/'~~~~;~ sr~r~:!;5,er!s~'.tA 
Cthdu ltuk."1h~i; tsft?-ta! ~1 tVUJ1e I!'"?"!'Jllle \i-15-L 

::;:e c:!!1;a :1ps1:l1 fl'\l.H• 4r pelaici?'1des ír1; tot.u :u 
~fluli.5 ;::n !&P'So.J¡,:;i.~;. ;;r, ur.¡ t ~, • ..u ¡¡:¡t_¡s }'Gr i:;r.¡ 
rt•s!r·~~t!~ oq~:~.1.. 

~ltiL5 itH.!'.4'dt:"WS )!',,;.t.~~5 \!·15-l. cce FL"'t~!S r;::i:.IH.S 
!t t:tlt c:~!-.rr.;:, :~t :ot.1 .._ ... :,¡ !i!flU U!\11!.1 pe!'~¡ N.st ud1.1. 

ÚÍtt'\oliS ¡!,¡,1lt!:. ét :uwo :rrt~J¡r (Ji-!ii.\, tt }i:"t:ts 
:P"!ll'H.!. ~=hu ::~::•~u t·.:~::pc~c J"'~..;r-~u ;!+4.J !i 
?"Pi~:1~: i. 

!!,¡,:~:::;~,.;.~ lL"'iE (i+!4+) ~! ti • .-l:-e. f"-"'ttH ~1~5:U S 
:t.!':trto., :,;• ;:-ct .. ~ .. :~ • .:li..5 l1¡11¡:t! 'i~P uc..•;¡_• t~ ~;:. :a..~3 
s ~a .. ::-~. 
•.i:t!:~ ~fF:¿t:. ~f !G~iH:tl':!i >.:Jj¡r¡, f:<idt..:t:C•t "!t 

: l..,.¡ .i~~ ;iicr• 1 

l<f-r-.11d11es: 
,lhtr-.iPON.11 SU>. 

tr1cMpi'wJt-'C OF------
lct1M•Jcttcs: 
k:tao.-;tu sn. 
Ptoa.""l:lliSJ'f. 

Stroh..¡:ts spp. 

Ú'!¡JhUCt":U ftPO"hl'IW:S 

C.··uta:ccrus, rs~eirs nt t1¡:-sni•tu 

iluto-,--en dtr-itit1d.1s 



PRACTICA 3 
METODOS Y TECNICAS 

UTILIZADAS PARA EL 
TRATAMIENTO DE 
MUESTRAS REMITIDAS AL 

LABORA TORIO DE 
MICOLOGIA MEDICA. 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LOS 
METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS 
EN EL DIAGNOST!CO MICOLOGICO. 
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3. Introducci6n. 

Para lograr un adecuado manejo de las muestras en un 
laboratorio, el área de trabajo debe desinfectarse para 
evitar contaminaci6n en las sieobras a realizar. 
El procesamiento de las muestras incluye generalmente tres 
pasos principales y algunos metodos complementarios: 

3.1 Oatecci6n. Examen del material clinico utilizando 
su.bstancias aclarantes esta puede ser efectuado: 

- KOH al 10\ 
- NaOH al 10\ 
- Acla=-ante de Arr.~an 
- Lactofenol 

Exa::;.en directo al microscopio. KOH al 10%. 

La digestión de KOH por otros elen:entos celulares es más 
rápida que en los hongos, de este modo el aclarar.dento del 
especi~en 6 ele~ento fungal es ~as visible (Campbell y 
Stei,,;art, 1980). 

Rel?.ct.ivos: 

Hidróxido de Potasio (KOH) 
Agua destilada 

Procedimiento: 

10 g 
cbp 100 ml 

- Adicionar hidr6xido de potasio al agua destilada lentacente 
y con agi~aci6~. 

Mezclar y agitar hasta la completa disolución de los 
cri5tales (Laskin y Lechevalier,1963). 

Dentro ::le los procedir.dentos de labo::atc::io para esta~lecer 
un diagnóstico presuntivo de las rn1cos1s, el método más 
sencillo consiste en realizar un exa~en directo de la muestra 
sobre un portaobjetos utilizando una solución aclaradora de 
hidróxido de potasio al 10\. Si a la observación 
microsc6pic~. 1?1 r1?511lt:~di:i es !"l~g:!.tiv:::o, ~=- se =~~e: ::!e!:'=:?.=-~~= 
la posibilidad de cp~e exi~ta una infcccién 
rnicótica (Garc!a y C6rdob~ 1 19SS). 

Este I:létodo es rápido y confiable para el diagnóstico de las 
Tiñas, cuando se exa~inan muestras de pelo 6 raspados 
cut~neos. 
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En el examen ~icrosc6pico del material biológico, pueden 
identificarse los !ila::i.entos de los den:latofitos que puecien 
ser largos, cortos. ra~; ";ca dos, fracr:::entados y de un 
diámetro regular de tres ::;icras, es i:::portante el saber 
diferenciarlos de f ila~entos de hongos conta=inantes 6 de 
artefactos diversos (Garcia y C6rdcba,195B). 

El i:a ter ial debe exa=:na:-se p!" i::.ero con el objetivo seco 
débil [lOX) para enfocar la :ues~ra y el posible agente 
r:.ic6tico, pos-=.er:.orwent.e se realiza la cbservaci6n con el 
objet.::.v-:i seco fue:-te (~SX) pa::.-a veri:i.=ar el resultado de la 
presencia de estr~cturas fun;ales en la :uestra {Figura 2). 
Con freciJencia se pl:.ede:-1 enc::.n<:.rar r.~s esporas que hifas, las 
cuales se pueden lo.::::al1zar en for::..? ect.otrix o endotrix 
(Ga:-.::!.a y ~5:-dot.a., l;.=.:;;. 

Precauciones: 

- Debe t.e~e:-se cuida~c e~ ~~ cc!c=ar ~~3 =3nt.i~aj excesiva d~ 
=uestra (pelo, es=a~as 6 exudados) sobre el portaobjetos, ya 
que esto puede itpedir la observación de los ele~entos 
fungales. 

- Existen alg...:nas ~"..lest:.-as que en ocasior.es no pen:;.iten la 
observación clara d~l ele~ent.o fungal, por lo que se 
recomienda que el ~at.erial perr.ane¡ca en el KOH durante toda 
la noche, colocando Jas prepardciones en una cá=ara hú~eda 

- Si se utiliza t:OH con glicerina en i;ual proporción (l!l), 
se pueden lograr p:.-epara~ione$ que d~ren u~ poco cás de 
tie:pc (Garcia y Córdcba,1565). 

Positivc: ele~e~to ~cngal puede verse claracente. 
SeQativo: ele=e~to fun;al no se ve 
(Cá.:pbell ar:d ste·.·a:-t, 1950). 

- :tcnl.c.a l'i::!.0:-:. a,;. lüt. 
igual ~ KCH al 10\. 

- J..cla:-ante de A.=.::-.an 
Hidrato de cloral 
Fen::il 
;.cido lá=t.icc 

P:.-1nc ::.pio, técnica e interpret~c_i_6!l 

2 partes 
l parte 
l parte 



- Lactof enol 
Fenol 
Acido láctico 
Glicerina 
Agua destilada 

20 gms. 
20 ml 
40 ml 
20 1:tl 
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Disolver en los 20 ml de agua el fenal en bano Maria, agregar 
el Acido l!ctico y la glicerina. 



FIG. Z. PROCEDIMIEHTO EXAHEH DIRECTO AL MICROSCOPIO 
COH J<OH AL 10r., 

l. FRENTE AL MECHERO Y SOBRE 
UH PORTAOBJETOS. SE DEPOSITA 

UNA PEOUENA CANTIDAD DE PELOS 
Y/O ESCAMAS. RASPADAS DE LA -

PERIFERIA DE LA LESIOH. 

2 .. SE AGREGAH 2 O 3 GOTAS DE 

UNA SOLUClON DE HIDROXtDO DE 

POTASIO <J.:.OH> AL 10Y. Y SE CO 

LOCA UN CUBREOBJETOS. 

3. SE DEJA EN REPOSO LA PRE­
RA~IOH POR 10 O 15 MINUTOS .. 

4. OBSERVAR AL MICROSCOPIO CON 
EL OBJETIUO SECO FUERTE <40X> 

FHh" ~" !rE~;!F!CAClOH DE ES-
TRUCTURAS .. 
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Aislamiento. cultivo 

Medios de cultivo: 

- Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) 
- Agar Micobiotico 
- Agar Dextrosa Papa (PDA) 
- Agar Nutritivo 

Aqar Sabouraud Dextrosa. ( SDA) . Cultivo y Conservación de 
Hongos. 

El SDA se recocienda para el cultivo y conservaci6n de 
Hongos. Es un medio que ha sida ext.ensar.ente usado para 
aisla~iento de hongos y para pr6positos generales en 
trabajos de ~icologia. 

Formula aproxi~ada en gra~os por litro: 

Mezcla de peptonas 
Dextrosa 
Agar 
pH final 5.6 +/- O.~ 

Preparación: 

10 
40 
15 

Suspender 65 g del r.edio deshidratado en un litro de agua 
destilada. Re~ojar de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que 
se obtenga una suspensión unifon!le. Calentar agitando 
frecuentenente y hervir durante un ninuco. Dist~ibuir y 
esterili:ar a llS-121cc (no Pás de 15 lb de presión) durante 
15 r.i.inutos. 

Usos: 

Puede e=:plearse para el aislamiento, identificación y 
conservación de hongos patógenos y sapr6fito~. 
Cuando los ~ate~iales en ~studio están alta~ente 

contar.-.inados, el aisla:-:üen't.o r..ejora si se añaden al ;::edio 
sustancias anti~icrobianas (Manual Bioxonj . 

~gar Micobiotico. Para el cultivo y aisla~iento de Hongos 
patógenos. 

El agar M!coblotic~ es un ~edi~ par3 cul~ivar selectiva~ente 
a los hongos pat6genos a pa~~ir de =~es~ras cl1nicas diversas 
y de otros ~ateriales conta~inados con una flora ~ixta 
asociada.Básica=ente está constituido co~o un agar 
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Sabcuraud, al cual se le han añadido los antibióticos 
Cloranfenicol que abate el desarrollo bacteriano y 
Ciclohexacida que retrasa el creci~iento de hongos 
sensibles a ella. 

Forwula en gra~os por litro: 

Peptona de soya 
Dextrosa 
Agar 
Ciclohexawida {actidiona) 
Clcranf cnicol 
pH final 6.9 ~ás ~enes 0.2 

Prepa.raci6n: 

10 
10 
15.5 

0.4 
o.os 

suspender 36 g del =edio deshidratado en un litro de agua 
destilada de buena calidad. Mezclar cuidadosaoente y dejarlo 
en repos~ para que se hidrate ccrrecta~ente el agar. 
Esterilizar a 121ºC , 15 lb de presión por 15 minutos. 
Distribuir en cajas de Petri o en tubos de ensaye, con tapa 
de. :-.=s=.'.!. =.e :: X .2:::.:'~ = y C2j~:-lcs s:-1.idifi::::ar en posición 
inclinada. No scbrecalentar nunca. 

El agar Hicobi6tico es relativacente estable y 
puede conserva::-se bie:t en refrigeración durante varias 
ser-anas. 

t.!sos: 

El agar ~iccbi6t:co es útil para aislar hongos patógenos sa 
partir de diverscs tipos de ::uestras altacente contacinadas 
con diferen~es tipos de flora aco~pañante, cowo ~on los 
cabellos, raspados de piel, unas, lavados bronquiales, 
gástricos, etc. 

Les de:-t:.J':.of i t.os 
Micobiótico en 
(Manual Bioxon). 

se desarrollan con :ayer rapidez en el agar 
cct:paración con otros géneros de hongos 

Aqar de Dextrosa y Papa (Cultivo e identificaci6n de hongos y 
levaduras). 

Es un ::edio e::-:.pleado en cultivos e identificací6n de hongos 
(principalcente decatiaceos) y levaduras. 



Formula en gramos por litro: 

Infusibn de papa 
Dextrosa 
Agar 
pH final 5.6 m~s menos 0.2 

Preparación: 

200 
20 
15 
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Suspender 39 g del ¡:¡edio deshidratado en un litro de agua 
destilada. Remojar de 10 a 15 cinutos. Calentar agitando 
frecuentemente y hervir durante un minuto. Esterilizar a 
i21cc, 15 lb de presión por 15 minutos. Una vez esterili~ado 
enfriar a unos 40-45ºC y vaciar en cajas Petri. 
Usos: 

Puede usarse en la identificación de hongos y levaduras de 
acuerdo con su r.orfologia celular o en métodos de 
microcultivo en portaobjetos (Manual Bioxon). 

El agar Nutritivo es un cedio de 
laboratorio, no selectivo y adecuado 
=ic~oorganisÑos poco exigentes. 

Foroula en grames por litro: 

Peptona je gelatina 
Extracto de carne de res 
Agar 
pH final 6.B 

Preparación: 

uso general en el 
para el cultivo de 

5.0 
3.0 

15.0 

Suspender 23 g del medio deshidratado en un litro de agua 
dEstilada. Rer.icjar unos 15 minutos, mezclar 'l' calentar 
a ebullición de l a 2 rninutos hasta disolver el producto. 
Distribuir y esterilizar a 121°c, 15 lb de presión por 15 
~inut.os. 

Usos: 

Er:pleado en la ~ultiplicaci6n de microorganismos en general; 
en las pruebds de s~¡-.si:=!.lidad. y resistencia (Manual Bioxon). 

~étodos de cultivo utilizados para sembrar en estos medios 
(Figura 3). 



FIGURA 3. METODOS DE CULTIVO 
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3.3 Identificaci6n. 

Morf olog1a Macroscopica 

Las caracter1sticas generales que nos permiten realizar una 
iden~if icaci6n preliminar de los hongos en cultivo las 
podemos agrupar en: 

A) Morfolog1a colonial: es importante observar para todos los 
tipos de creciciento: 

- Aspecto de la colonia 
- Morfologfa general (plana, agrupada, con pliegues regulares 
o irregulares). 
- Textura: levadur ifcrr.ie, pulverulenta, granular, vellosa o 
algodonosa. 
- Tie~po de crecioiento o desarrollo. 
- Pig:::ientación y la difusión del pigmento al reverso de la 
colonia. 

B) Tipos de Mi~elio: 

Unicelular 
PseudoI:1icelio 
Pignent.ado 
Hialino 

Filamentoso 
Hacrosifonado 
Microsifonado 
Cenoc1tico 
Septado 
Hialino 

Las =aracter1sticas ~acroscooicas 
pigni.entación son cedios úti.leS para 
en la idP.nt.1ficaci6n fin:.-:1 se tia.ce 
pleno de todas sus estructuras 
apreciación exacta de ellas. 

de las colonias y la 
la identificación, pero 
ne.:esario el desa:-rollo 

para asi real izar una 

Ya que e: est.udio de la =.orfologla de las esporas y la:; 
relaciones espora-r.iicelio son necesarias para la 
identificación final del hongo, los 1:ic6logos en ocasiones 
suplementan s11s cultivos, cediante el cultivo del hongo en 
portaobjetos, utilizando el r.étodo de Microcultivo, el cual 
pc!":::i ~e 1...l.:'. '?stur'l i o ma~ adecuado de las estructuras de los 
nongcs :icel1ados (Garc1a y C6rdoba,19SS). 

Mor:ologla Microscópica 

Tinción ~ ~ L3ctofenol ~ Azul Qg Anilina. 
Principio. Est.a es una tincion de rutina usada para 
estructuras de codelos aislados en preparaciones 
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microsc6picas. El contenido de fenal, el cual sirve corno un 
fungicida; glicerina, la cual hace una preparación 
semipermanente; azul de algodón 6 azul de anilina, el cual 
tiñe el exterior de la pared de los hongos,· y el ácido 
láctico, el cual actua como agente aclarante. 

Una preparación peroanente pu~de lograrse por 
de alcohol polivin1lico dentro del medio 
glicerina, siguiendo el ct?todo descrito por 
Shimoda citado por Campbell y Ste....,·art en 1980. 

Preparación del Azul de algodón 
cristales dP. fenal 
Acido láctico 
Glicerina 
Agua destilada 

Procedirniento: 

lactofenol: 
20 g 
20 ml 
40 ml 
20 ml 

incorporación 
en lugar de 
wolfrussell y 

- Adicionar ácido láctico y glicerina al agua destilada y 
agitar vigor~sar.ente. 
- Adicionar cristales de fenol y oezclar. Calentar su.avc::::.ent.c 
con agitación frecuente hasta disolver los cristales. 
- Adicionar 2 rnl de azul de algodón al 1\ y mezclar. (Azul de 
algod6n al lt = l g dP. ~zul de algod6n + 99 ml de agua 
(Campbell and Ste~art,1980). 

a} Preparación Alcohol Polivin1lico 

Alcohol polivinilico 
Agua destilada 
Acido láctico 
Glicerina 

l. 66 g 
l0.00 r:>l 
io.oo ml 
l. oo ml 

Disolver los cristales de alcohol polivin1lico en agua 
destilada lentamente. El ácido láctico es adicionado a la 
solución de alcohol polivin1lico, agitando vigorosamente 
siguiente la adición de la glicerina. Filtrando si es 
necesario. La solución se deja r~posar 24 horas. 

rro.::.::.d.i::-.ici.~c '!'i:-:ci6:! .~-;-111 d? Alqod6n-Lactofe:i.ol (Figura 4). 

Materiales: 

- Azul de algodón lactofenol 6 azul de anilina 
- Portaobjetos y cubreobjetos li~pios. 
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microsc6picas. El contenido de fenal, el cual sirve corno un 
fungicida; glicerina, la cual hace una preparación 
semipermanente; azul de algodón 6 azul de anilina, el cual 
tiñe el exterior de la pared de los hongos; y el ácido 
láctico, el cual actua como agente aclarante. 

Una preparación permanente puede lograrse por 
de alcohol polivinllico dentro del medio 
glicerina, siguiendo el método descrito por 
Shimoda citado por Campbell y stewart en 1980. 

Preparación del Azul de algodón 
Cristales dP. fenal 
Acido láctico 
Glicerina 
Agua destilada 

Procedimiento: 

lactofeno 1: 
20 g 
20 ml 
40 ml 
20 ml 

incorporación 
en lugar de 

Wolfrussell y 

- Adicionar ácido láctico y glicerina al agua destilada y 
agitar vigorosamente. 
- Adicionar cristales de fenol y mezclar. Calentar suave:::entc 
con agitación frecuente hasta disolver los cristales. 
- Adicionar 2 ml de azul de algodón al 1% y mezclar. (Azul de 
algodón al 1% ~ 1 g d~ azul de algodón + 99 ml de agua 
(Campbell and Stewart,1980). 

a} Preparación Alcohol Polivin1lico 

Alcohol polivinilico 
Agua destilada 
Acido láctico 
Glicerina 

1.66 g 
10.00 ml 
10.00 ml 
l. oo ml 

Disolver los cristales de alcohol polivin1lico en agua 
destilada lentamente. El ácido láctico es adicionado a la 
solución de alcohol polivin1lico, agitando vigorosamente 
siguiente la adición de la glicerina. Filtrando si es 
necesario. La solución se deja r~posar 24 horas. 

Pro~.::.di::-.icnt.c Tinci6n A7n1 d~ Algodón-Lactofenol (Figura 4). 

Materiales: 

- Azul de algodón lactofenol 6 azul de anilina 
- Portaobjetos y cubreobjetos limpios. 
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NOTA: El azul de algodón ha sido reportado como 
carcin6genico. El potencial carcin6qenico del azul de anilina 
no se conoce. No obstante que el azul de anilina y el azul de 
algodón tienen igual funcior. su origen es dístinto (Campbell 
and Stewart,1980). 
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FIGURA 4. PROCEDIMIENTO DE TINCION CON AZUL DE ALGODON 
LACTOFENOL. 

l. SOBP.E UH PORTAOBJETOS Ll~PlO 
COLOCAR UHA GOTA DE AZUL DE AL­
GODOH LACTOFEHOL. 

2. USAHDO UHA FLAHA FIRHE Y CON 

UNH AGUJA SE TO"A UNri PECUEHA -
CANTIDAD DE LA COLOH!O Y SE SE­
PARA DEL CULT1UO, PREFEREHTEMEH 

TE DEL ~RE~ GRANULA~. PUEDE SER 

DE UTILIDAD 51 SE TOHA UHA PE­

CUEHO CAHTlDOD DE AGAR COH LA -
PlEZO DE LA COLOH!A. SE COLOCA -
SOBRE LA G07A DE AZUL DE ALGODON 

LACTOFENO~ EN EL PORTPOBJET0S. 

3. SE COLOCO UH CUBREOBJETOS 
SO~RE LA ~P~P~RACIOH. LA CUAL 

PUEDE SER $UAUEHEHTE CALENTA­

D~. ESTO AYUDA A EXTENDER EL 

HOHGO EH TODA LA PREPARACIOH 

Y A RE"OVER LAS BURBUJAS. 

e.. t---· 1 

1•%u\ • 

'* 
~ 

L 



4. EXAHIHAR BAJO EL KICROSCOPIO 
COH LUZ BAJA. 

5. UHA PREPARACIOH SE"IPERMANEH­
TE.PUEDE HACERSE COMO SIGUE: 

A>SELLANDO EL CUBREOBJETOS CON 
ESMPLTF DE UNAS lt4COLOROY/O 

B>ADICIOHANDO ALCOHOL POLIUINILICO 

~ LA SCtUSIOH DE AZUL DE ALGODOH 
LACTOFEHOL O AZUL DE ANILINA COH 
LACTOFEHOL. :t"';!<:. :.•. !t!~, 

/ 



- Tinci6n de Gra~. 

Colorantes y Reactivos. 

soluci6n de Cristal Violeta: 
Soluci6n A 

Solución B 

cristal Violeta 
Alcohol et11 ico 

Oxalato de Al::onio 
Agua destilada 

2 q 
JO ml 

o.a q 
20 ml 
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Se diluye la solución A al 10% en agua destilada y, se ~ezcla 
con igual volu;:;e:i. de la solución B. 

Solución de Lugol: 

Yodo 
Yoduro de potasio 
Agua destilada 

Decolorante: 

l. q 
. 2 q 

200 ml · 

Alcohol etilico de 95. grados 

contraste (Solución de Fucsina): 

Fucsina básica 
~gua destilada 

0.10 q 
100 ml 

Este cétodo divide las bacterias en dos grupos: positivas 
y negativas. A.l colora= los gért::;ene..s con cristal 6 violeta de 
genciana y añadirles una solución débil de yodo {Lugol) se:: 
co:::.binan estos con algun;:)S co::.ponentes de la célula 
bacter iar.a que SC!l reten idcs por la ::ier.t.rana ci toplAs::a tic a 
cuando se tratan por alcohol, otros en canbio lite=a~ 
rápidar:.ente el c.:Jlorante por lo que no aparecerian a la 
visión nicroscópica a r.o ser que se las contratiñera con 
algün otro tinte biológico co~o la safranina 6 !ucsina. Por 
lo tant.o, los r::icroo::-gani.s:::os que conse=van el cristal ó 
violeta de genciana se observan de azul {positivas) y las que 
no lo hacen (negativas;, .::uestran un color que correspondP- i!-l 
utili=ado en el contraste, que en este caso seria rosa para 
~a s:i..:=~:::i:::? ~· !"ojo 9ara. la fucsina (Figi.:.::-a 5j (Divo, 1971). 



FIGURA 5. PROCEDIHIENTO DE TINCION DE GRAH 

l. PREPARAR EL FROTIS Y FIJARLO 
AL CALOR. 

2.CUBRIR LA PREPARACIOH F!JAro 
COH LA SOLUCION DE CRISTAL UIO 
LETA DURAHTE UH MINUTO. 

3.LAUAR COH AGUA. 

4.CUBRIR EL FROT!S CON LUGOL 
POR UH MINUTO. 

ll 



S.LAUAR CON AGUA 

6.DECOLORA!l CON 
ALCOHOL-A CETOHA 

7.LAUA!l llAPIDAHENTE CON 
AGUA. 

B~COHTRASTAS CON LA 

SOLUCIOH DE FUCSINA 
V/O SAFHANINA POH 
UN MINUTO. 

ll 



9.LAUAR CON AGUA, SECAR AL ~ 
AIRE Y EXAMINAR CON OBJE 
TIUO DE INHERSION. 
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- Microcultivo 
Principio. Un microcultivo se hace para observar las 
caracter1sticas del hongo aislado, el arreglo de esporas e 
hifas. El provecho de este proceso relativa!'.lente laborioso 
es que se puede seguir el desarrollo de esporas e hifas en un 
periodo corto. 

En estos cultivos el crecic.ient.o se realL:a en una cát:'.ara 
hú~eda, preparada con una rodaja de papel filtro que se 
coloca en el fondo de una caja petri, una varilla de vidrio 
doblada, un portaobjetos y un cubrecbje:os. Este paquete se 
~sterili=a en el autoclave y se al~acena hasta ser utilizado 
(Figura 6) (Canpbell and Ste~3r~,1980). 

NOTA: Cuando se trabaja con cultivo de her.ges, se debe de 
ter.er cuidajo para evitar la conta=inación del laboratorista 
y del area de trabajo; se. c=.~lean técnicas asépticas, es 
conveniente colocar una t~al la de papel sob:-e el area de 
trabajo de la :::esa y hu::cdecerla con cualquier desinfectant.e, 
la toalla puede doblarse y desecharse después de haber 
terrainad0 e: ~=-a~3~c (J~~ger=~n y Sch~artzatan, 1977) . 

J.4 Metodos coople:entarios 

Actividad Metabolica 

Las pruebas pa::-a dete:-::inar la habilid.ad de las levaduras 
para u"":.ili;:ar un carbohid:rat.o (Ferr..entación ~· Asimilación) 
co=o única fuente de carbono en un ~edio quioica~ente 
definido han tenido auge dentro de los taxonomis~as de 
levaduras y ha:i. significado un pa~o esencial en la 
identificación de levaduras. 

Fer~en~aci6n de Carbohidratos. 

La prueba d.e Ferh.entaci6n de carbohidratos es co..-.um:.ente 
utilizada para la iden~ificaci6n de levaduras. Sin er..bargo, 
esta prueba es cenos variable y son -cenos dependientes que 
las oruebas de asir.,i~acién de carbohidra"tos. La única real 
evid~ncia de la ierrae~t~=!t~ d~ carbohidratos por las 
levaduras e$ ln produccién de gas por lo que, la utilización 
del tubo de Durna~ es injispcnsab!e para su detección. 



FIGURA 6. PROCEDIMIENTO TECNICA DE MICROCULTIUO. 

1. PREPARAR UHA PLACA COH 

30-35 HL DE EDIO. 

2. SE CORTA UN BLOQUE DE 
APROXIl'1ADAMEHTE .l CP1:. UTILI­

ZANDO MATERIAL Y TECHICAS 
ASEPTICAS. 

3. SE TRANSFIERE EL BLOQUE DE 
AGAR A LA SUPERFICIE DEL PORTA 
OBJETOS. 

4. SE INOCULAN LOS CUATRO LA­
DOS DEL BLOQUE DE AGAR CON LAS 
ESPORAS O EL CRECIMIENTO HlCE­
LlAL DEL HONGO QUE SE ESTA ES­
TUDIANDO. 

ll 



5.SE COLOCA UH CUBREOBJETOS 
UTlLIZANDO UNAS PINZAS PREVIA 
"ENTE FLAMEADHS ENCIMA DEL 

BLOQUE. HACIEHDO UNA LIGERA 
PRESIOH. 

G.SE ADIClOHAH APROXlMADAMEH 

TE 16 ML DE ~GUA DESTILkDh E~ 

TERIL O UHA SOLUCIOH AL lD'l. DE 
GLICERINA ESTEñlL TEMIENDO 

CUIDADO DE QUE EL Hl~LL DE LI­

QUIDO HO TOQUE EL PORTAOBJLTOS. 

7.SE lNCUBA EL HlCROCULTlU0 A 

zn'c HASTA OBSERVAR SOBRE EL 
HEDIO EL DESARROLLO DEL MICELIO. 
CUANDO LL MICELIO TOCUE TAHTO 

AL PORTA COMO ~L CUBREOBJETOS, 

PUEDE RE~LlZARSE SU OBSERU~ClOH. 

ll 



B. ANTES DE OBSERURR, SE RE­
TIRR EL AGUA DESTILADA CON 
PIPETR Y SE SUSTITUYE POR 
FORMOL AL 10'l. (lQ ML>. SED~ 
JA ACTUAR POR ESPACIO DE 1 R 
2 HORAS. 

9. POSTERIORMENTE SE RETIRR 
EL MEDIO DE CULTIVO COH UH 
DISTURl PREUlAMENTE FLAHERDO 
Y ODTENEHOS EL HONGO SOBRE 
EL PORTA Y CUBREOBJETOS. 

10. PARA EL EXAHEH. SE RGREGRN 
1 O 2 GOTRS DEL COLORANTE ~2UL 

DE Rl.GODOH LACTOFEN0L EN UH POR­

TAOBJETOS Lt~PIO Y SE COLOCA 
EL CUBREOBJETOS DEL HlCROCULTlUO 
EH EL COLORRHTE; POF OTRO LADO 

EL PORTAOBJETOS DEL MlCROCULTUlO 

SE LE AGREGA EL COLORANTE Y UH 
UH CUBREOBJETOS LlHPlO. 



11. PARA EL EXAHEH MICROSCOPI 
CO, SE OBSERVA PRIMERO COH HE 
HOR AUHEHTO C1BX) Y DESPUES 
COH EL OBJETIVO DE MAYOR AUMEH 

TO C4BX). 
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Medio utilizado: 

- Caldo de P~ptona, carbohidratos y rojo de fenal 
Es un medio similar al agar dextrosa (Bioxon} al cual se le 
ha agregado rojo de fenal como indicador de pH. 

Formula en gra~os por litro: 

Me=cla de peptonas 
Cloruro de sodio 
Carbohidrato 
Rojo de fenal 
pH final 7. ~ 

Preparación: 

10 
5 

10 
0.025 

Disolver la mezcla de peptonas en 
adicionar cloruro de scdio y mezclar 
carbohidrato, finalmente agregar rojo de 
autoclave 11s~ lO lt :e•. 

el agua destilada, 
bien, se añade el 

fenal.Esterilizar en 

Servir el rnedio en tubos de ensayo, aproxir:i.ada>:".ente S r.ü por 
tubo y conteniendo ca~pana de Durha~ para la deteccio~ de la 
produccion de gas. El cicroorganis~o de prueba es inoculado, 
incubando a una teüperatura de J7cc por espacio de 10-15 dias 
{Manual Sio>.:on). 
Interpretaci6n: 

Una prueba positiva se observa con una burbuja de aire 
recolectada en la ca::-.pana de Durhar:i lo cual indica producción 
de gas, en algunas ocasiones se puede apreciar acidifica~ión 
del cedio por el ca:~io de coloración del ~cdio (de pürpura a 
a:".'oarillo). 

Un ca~bio de coloración del nedio sin producción de 
gas, podr1a ser indicativo de uria contaminación bacteriana 
(Lenne"Cte, 1985). 

Asiwilación de Carbohidratos. 

Foruula del ~edio basal en grat:los por 
Azul de bro~otiwol 
Agar bacteriológico 
Solución bUf fer de fosfatos 
Procedinient.o; 

litro: 
C.16 

20.0 
100.0 ml 
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Disolver el agar en el agua destilada,adicionar la solución 
buffer y el indicador. 
Esterilizar por autoclave a 121°C, 15 lb, 
Se deja enfriar y se agrega la $Oluci6n 
probar. Inocular el medio y dejar incubar 

Adición del azücar. 

15 minutos. 
del carbohidrato a 

4 dias a 37°C. 

Aséptica~ente se adiciona el azücar a partir de una solución 
"stock" esterilizada po:- filtt°ación . La glucosa, lactosa y 
sacarosa se adicionan a una co~centraci6n final del l\; 
mientras que la Maltosa, Galactosa, Melibiosa, 
Celcbiosa,Inositol, X1losa, Rafinosa, Trealosa y Oulcitol a 
una concen~:-aci6n final de 0.5% (Ca~pbell anj ste-art,1980). 
- Prueba de Creasa. 

La hidrólisis de la urea es un oétodo usual que ayuda a la 
identificación de los géneros: Crypt.ococcus. Rodothorula. 
Trichosoorui.I y ocasiona:::;.e:-.~e la especie >.:rusei del género 
~.llillil.L 

El r.ecanisr;:o de la prueba es s i~ple, ya que se observa la 
re~==:ó~ Ce ~a hidr01:si5 de la urea oediante la utilización 
de un indicador (roJc de fenal), el ca~blo de pH a un estada 
alcalino variar! el color a rosado, lo que será indicativo de 
una reacción positiva. La reacción es ::iás obvia para 
levaduras que para bacterias {Robert.s et. al. ,1978}. 

Seeliger's enfati=ó el papel de la hidrólisis de la urea en 
la Taxono~la de las levaduras y utilizó esta prueba par.3. 13. 
identificación de Crvpto=oc..:-us. ñ.S!.. con el u ye que la. prueb::!. 
rApida de U!."'ea puede ser u-:.ilizada co::io prueba presuntiva 
para l.3. idi::ntificacién de levaduras de i::portancia oédica. 
(Roterts et. al., 1973). 

Roterts y :i;:-_~.ons ( 1979) utiliz2-ron la prueba de ureasa para 
la identificación tentativa de f.:. neoforrans despulf.s de 
seis horas de iniciada la prueba. La prueba rápida de la urea 
es selectiva para ~ nec!or~ans el cual puede dar resul~ados 
posit~vcs a los 15-20 =:inutos de incubación . Aún cu3.ndo la 
prueba de la ureas a es una buena prueba de esc::-utinio, la 
identificación final de ~ neofor~ans deberá ser precedida de 
pruebas especificas con!~r~3~i~~~ ;~~~ n~~~ hongo. 

z.s. Bistopatologia. Ver prá=:ica .. 

J.6. In::i.unolog1a . Ver práctica s. 



PRACTICA 4 
DERMA TOMICOSIS 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LAS 
PRINCIPALES DERMATOMICOSIS Y 
LA FORMA DE REALIZAR EL 
DIAGNOSTICO DE LAS MISMAS. 
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4. Ganeralidada•. 

Las tlicosis superficiales son enfcn:iedades prcducidas por 
hongos que invaden sólo tejido queratinizado (piel, cabello, 
pelo y uñas) pero no i:wader. tejidos profundos, dentro de 
este grupo se incluyen los Den:::.3tof i tos, tar.bién denow.inados 
hongos queratinof1licos. 

Estudios ecol6g ices sobre éstc·S organiswos han per::ii tido 
clasificarlos en: geo!"1.licos, zocf'llicos y antropof11icos,· 
los geof1licos son hongos que habitan el suelo y que utilizan 
la querat:na; los que utilizan la queratina de los tejidos de 
anicales se les llaca zoof iliccs y aquellos que son capaces 
de atacar las capas s~perfi=iales de la piel y sus anexos en 
el hu~ano se les lla~a an:rcpof1licos. 

Estas infecciones se trans~iten d1=ectaPente je anir;:al a 
ho=ibre y de suelo a hc:-:-.bre, o indi=ecta:::er.te por 4'edio de 
pelo o esca~as infectadas . Las der~at~fitosis o •• Tifias '' se 
in1c1an con '..lr • .:i .::::=~i:3..::i6n de és":os hongos en la part.e 
superfic:.al de 13 p:el y el avan.::e de la :nfeccié;. d~pc.:--.de 

del hué:spe::i, sitio anat.é::ii.co afectado, cepa i" es;:'e.::ie del 
hongo. La lesi6n en el huéspe.:i p:;e;:!e se:::- 11r;:itada a \.:na 
,:!.;;~=~=~c!ér, e p:::-csrierar a una fase c.r-.;ptiva con reacc:ón 
infla:atoria (producida por enz1r..a.::: p::-.:::.:.:;::!.!.':icas, elas~353s 

y colagenasas) que en la r:ayori3 de los casos se rE;suelve, 
sin e:bargo los hongos puede~ pe~~.ar.ecer pcr años en el 
huéspe.:: transfor;..~:--.dcse en acarreador ·:· si s:c present.a un 
estress o trau.oa se F:.:e;:!e exarcerbar la en.fer.:-.edad clinica. 

Los génercs que pro~ucen este tipo de cicosis se clasifican 
en eres, que so~: ~:creso~~:.:~. 7rich~ohvcon Eoider~oohyton 

los cualt;?;s en :cji:io q-.ieratir.i;:adc no viable solo for~an 
hifas y art:rcsp.:;ras. Est.os hcngos en cultivo pueden 
desarrol l~r sus car:!=:.e.:-~::": :e as partiC'..llares, lo que va a 
per:it.ir la idencif1cacion de genere y especia (Ja;..·~~=, 
1967). 

Otra de las clasificaciones para estos hongos, esta dada 
dependiendo del luga:- anat6;:.ico que lesionen en el hur.ano 
(Cuadro 4). 



cuadro 

Cabeza o cuero cabelludo 
Manos 
Barba y bigote 
En pie 
En uñas 
Región crural 
Otro sitio del cuerpo 
Corporal con lesiones 
concéntricas 

(Carnpbell, 1980). 
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CLASIFICACION CLINICA. 

'l'iña capitis 
Tiña nanu?D 
Tilla barbae 
Tilla pedis 
Tif\a unguium 
Tiña cruris 
Tifüi corporis 

Tii\a ir.ibricata 
(tokelau) 

4.1 Descripci6n de los géneros causantes de oermato=icosis. 

l. Género Microsporum. 

Son hongos Oeuteror.dcetos, se reproducen asexualr.iente pcr 
:medio de conidias, éstas se clasifican en macro y 
microconidias, tienen for~a navicular y el nüpero de septos 
de las conidias varia según la especie de que se trate. 
Su reproducción sexual, al est3do perfecto es el género 
!lannizzia. 

2. Gónero Trichophytor.. 

Son tar.-.bién Deutero::..icetos cuya reproducción asexual es por 
nedio de conidias y éstas tienen !crwa de b3sto, pueden haber 
o no oacroconidia. Cuando es~an presentes son escasas, 
largas, en forna de pince 1 y poseen una pared 1 isa y fina. 
Las raicrocc.nidias son generalt'.lente nunerosas y se ubican 
lateralwent:.e a lo largo de las h:..fas (rar:':a de tirso) o en 
grupo:=; (racirio de uvas). Su reproducción sexual, al estado 
per:ecto hd11 ~¿==!=~~= =lasif ic~rlos en el género 
.~rthrodern.a. 

3 • Género Eo i deri.!ophvton. . 

Este género tiene la particularidad de presentar solo una 
especie, cuya reproducción es asexual ptJr coni<lias que 
presentan agrupaciones en raciwos. Uo produce r.iicroconidias. 
~a di~erenciaci6n del género se realiza observando las 
grandes macroconid ias en forma de clava, de paredes lisas, 



divididos en 2 a 5 c6lulas por septos transversales. 
Aün no se conoce su reproducci6n sexual (Figura 7)(Jawetz et 
al., 1987). 

+-----------------------------------------------------------+ 
1 CUADRO 5. GENEROS Y ESPECIES DE DERMATOFITOS 1 

+-----------------------------------------------------------+ 
Microsporum ~ 

Trich6phyton 

nanur.'I 
~ 
filLll.ill!1l!! 
auduinii 

tonsura ns 
l:.lU2= 
mentagrophyte\o-"S 
concentr1cum 
sctioleinii 
terrear.g 
verrucosuw 
eguinu::i 
g_a~ 
sir.ir.ti i 

E!)iderr.ophyton fl OCOSUT.l 

+-----------------------------------------------------------+ 
4.2 Diaqn6stico de una infección por oeri:atofitos 

Para lograr realizar un diagnóstico adecuado de una infecci6n 
por Oerwatofitos, se sugiere seguir el siguiente 
procedütiento: 

l. Obtener una ~uestra del lugar donde se presente la lesión, 
el tipo de ::uestra adecuado puede ser de: piel, uñas, y 
cabello. 

2. Al r.aterial biológico, se le realiza una prueba 
:icroscóp1ca direc~a con Hid~6xido de Potasio (KOH) al 10\ . 

3. cultivo en: Sabouraud Dextrosa Agar (SO.A), Agar 
~icobictic, Aga.r Dextrosa Papa (AD?) y Medio Prueba para 
Deroato:itos (D!'M). 
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Medio Prueba para oen:iatof i tos (Dermatophyte Test Hedium} . 
DT!I. 

Usado para el aislamiento de derl'ilatof i tos. Este t::edio 
selectivo excluye bacterias y hongos conta~inant~s. 
combinado con un indicador de pH {rojo de fenol) que vira de 
amarillo a rojo el cual es rApida:ente afectado por lo~ 
dermatof'itos ;• hongos relacionados que per:ilits.n su temprano 
reconociriiento. Se aconseja utilizar el DTM CO!:!.O cualquier 
otro medio para el aislaoiento de den:iatof itos. 

Nota: La substitución de ingredientes originales puede 
ca~biar las caracter1sticas y selectivid3d del ~edio. 

Reactivos: 

A.gua destilada 
Phytona 
:Jextrosa 
Agar b~cteriol6gico 
Solución roJO de fenal 
HCl o.a N 
Ciclohexa~ida {Actidic~a} 
Sulfato de Genta~icina 
Clortetraciclina HCl 

Procedi::::.iento: 

0.1 g 
0.1 g 

1000 ml 
10 g 
10 g 
20 g 
4.0 Dl 

6 ml 
C.5 g 

100/ ml 
100/ tll 

- Adicionar Phytona, dextrosa y agar en 1000 ml de agua 
destilada y hervir hasta que se disue!va el agar. 
· Adicionar 40 r.il de solución Roio de Fenal (soln. rojo de 
fenal! 0.5 t;"Q rojo de fenol, disolver ~n 15 ml de Hidróxido 
de sodio 0.1 N y aforar 3 lCC ~l). 
- Adicionar 2 ~l de sulfato de gentaticina. 
- Adic~ionar 2 ~l de Ci~lohexa::::.ida. 
- Esterili:ar en autoclave a 12 lb por 10 ~inutos. 
- Dejar eófriar a ~sec. 
- Adicionar SO ~¡ de Bu:fer de Fosfa~cs ajustado a pH = 5.7 
(esterilizado por Filtración en ~illipore). 
- Adiciona.:- 25 ::l de a~.picilir.a 
- Adicionar car:tidad suficiente de HCl o.BN, hasta obtener 
coloración a~arilla del Pedio. 
- -..-d..;.idr en caJas f'etr1 y deJar solidificar a temperatu_ra 
ar..bient.e. 
- Des¡..H.~i:s de la lnoculac1on esperar al car:.bio de color. La 
tenperatura opti=a de incubación es 28-30ºC. El excesivo 
caler puede a!ect.ar el desarrollo de los hongos. 



- El cambio de color se puede detectar después de una semana 
de inoculación. si se deja c!s tiempo podemos encontrar 
falsos positivos, dados por hongos contaminantes que inhiban 
el desarrollo adecuado de los derr.ato!itos. 

Nota: El intervalo de pH del indicador rojo de fenal es: 6.8 
(amarillo) a 8.4 (rojo) (Rebell y Taplin, 1974). 

Interpretación. 

Positivo: se observa una coloraci6n roja (reacción alcalina) 
y el creci~iento del hongo sobre el DTM después de una semana 
de haber inoculado el ~edio. 
Negativo: se observa desarrollo en Agar Dextrosa Sabouraud, 
pero no en Medio DTP. (Car-pbell and Stewart, 1980). 

4. cuando se obtiene crecimiento en cualquiera de los medios 
utilizados para el aislaciento de los Dermatofitos, se 
:-eali::a una tinci.t:i c::n a:i:l de. algodón y observación a1 
microscopio para reconocer las estructuras obtenidas en el 
cultivo. 

S. Posteriorcente se realiza un ::iicrccult.ivo, para lograr 
identificar adecuajacente el género y especie. 

4-3 Resultados-

Las tecnicas ante~iores fueron probadas con muestras clinicas 
obtenidas en el Laboratoric. de Micología, observándose lo 
siguiente: 

se trab~jaron 66 rn~estras de pacientes externos a este 
laboratorio de las cuales 16 fueron positivas a crecimiento 
bacte~iano, ~o no presentaron crecimient~ y 30 fueron 
positivas a hongos. 

Estas ultioas se so~etieron al siquiente tratamiento: 

a) Para muestras de pelo, una o raspado cutaneo: 

- Observacion con KOH al 10% 
- Cultivo en SDA .,. MIC 
- Ti~=i~~ Ce a:~l de algodcn 
- Microcultivo 



so 

b) cuando la muestra era obtenida de un exudado: 

- Observacion a KOH al 10\ 
- Tincicn de Gra~ 
- Cultivo en SOA y MIC 
- Tincion de ~zul de algodon 
- Microcultivo 

Al final de este proceso se detectó que de las JO n;uestras 
positivas a hongos, 15 lo eran a derl'!\atofitos. 

De estas 15; 2 provcnian de pelo~ 4 de unas y 9 de escamas 
(raspado cutaneo}, asi co~o la ide~~ificacion de: 20.00\ del 
genere Hicrosr~ru~. 40.0\ del genc~o Trichophv~cn y un 40.00% 
de Dcr~atofitos sin clasificar. 

e) El r:tedic de DT'M se l..lt:..:..~zc p3.ra cepas conocidas de 
Microspvru~ can..i§_ y '"':'r:cbophvt:o~ ¡.;entagrcpb-.,:tt:;$, p.3ra evaluar 
el viraje en calor del :edio rep~rtado en la literatura. Ne 
se utili:o co~o =edio de ais!atiento en la~ ~uestras 
clinicas. 
Resu!tados de prut::"bas reali:ad3S 3. Dcn:· . .?~ofitos (Cuadro 6). 

De los resultados obtenidos se observo que la presencia de 
derr.iatof i t.os se er..::uentra c:i r..ayor- prcpo~c ión en ccw.paraci6n 
con et.res hcr;gos, s it?~Jo i:::-.port.a;i.te para post.e.rieres 
investigac!o~es la a~~eiaci6~ encontrada entre Halazzesia y 
Der::.3t.afít.os {de los géneros ~1crosp~. o Trichophvton). 

Los procedí~ientos a realiz~r e~ l~ práctic3 por los alumnas 
son: 

a} Aislaniento de derr.a~of itos a partir de una ~~estra 
cllníca. 

b) Pruebas de id¿~~i~icaci6~ de los géneros obtenidos con los 
~étodos ccrrespondientes. 



FIGURA 7. MICROCONIDIAS Y MACROCONIDIAS TIPICAS DE LOS 
DERMATOFITOS. 

Ja~ets et al., 1967. 
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CUADR06- RESULTADOS DE 

DERMATOFXTOS 

Ho. CULTIVO TIHCIOH 
de ORIGEH KOH GRAP1 D E MICRO 

AZUL DE CULTIVO 
HTRA~ SDA HIC ALGODON 

I DEHT l Fl CACI OH 

01 PE:...C SR R HR Tr1choph~t.on spp. 

02 PELO HR R HR MicrosporuM spp, 

C3 U"i A HR R HR 

04 tJNf.I HR R HR 

05 ESCAMAS HR ? HR 

D6 ESCAMAS '" ~ 

~7 ESCA:-IAS HR R M1crosporuM spp, 

~8 ESCAMAS Nf': R HR 

c;;i ESCAtiAS HR R HR D•rMa.t.of1t.c s/c, 

10 UNA NR F Tr1choph~~on spp, 

!! UHA NF\ R Tr1ch~ph~t.on spp. 

!2 E5CMMAS ? N:F. 

!3 ESCAMAS NF F< Trtchoph~t.on spp. 

!4 ESCAMAS NFI ¡;: 

15 ESCA!"!AS H? R HR 

NR ~-= :-e.al1:ado 
!> - Reoa'l::•dc 



PRACTICA 5 
CANDIDA 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LAS 
CARACTERISTICAS PRINCIPALES Y 
LA FORMA DE DIAGNOSTICAR UNA 
MICOSIS CAUSADA POR El GENERO 
CANDIDA. 
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s. Generalidades. 

La candidosis e5 una de las enfennedades micóticas más 
frecuentes que afecta a niños, j6venes y ancianos, 
principalt:l.ente a personas del sexo feoeninc. Una de las 
manifestaciones cl1nicas was frecuente es la vulvovaginitis 
producida por levaduras de este g¿nero, siendo el principal 
agente et.iol6gico ~ aib;cans. Estas levaduras residen 
en el humano y anirr.al coco cor:.ensal; pero pueden causar 
desórdenes e infeccién cuando el hospedador se encuentra 
inmunodeprimido (\'aldespino, 1985). 

S.1 Descripción del género Candida 

El género Candi~a se ha cl~sificado dentro del grupo 
Deut.eror.iicotina, al cua! pe:::"tenecen la oayoria de los hongos 
patógenos al hu~ano. El género Candida est.á constitui!do por 
lcv3duras, las cuales son organis~os unicelulares 6 
filaDentosos con fon:iación de pseudoticelio, nicelio septado, 
reproducción ase>.:ual y e:n algunas especies la reproducci6n 
sexual. El térnino pseudo~icelio se designa a ur.a agrupaci&n 
de blas~oSF:iras. que a la observación ~ic::-os.::6pica dan la 
impresión de ser un ~icelio, por ello su nocbre de 
pseudomicelio. El raicelio verdadero está formado por la 
elongación y ramificación del cubo germinativo producido por 
la célula raadrc. Este género es~á constituido por 155 
especies de las cuales, siete son patógenas al huoano {cuadro 
7). 

+-----------------------------------------------------------+ 
ICUadro 7. Especies de Candida er.contradas en el ho~bre 

causantes de infección. 1 
~-----------------------------------------------------------+ 

Candida alb~cans 
Candida trooicalis 
Candida stellatoidea 
Candida paraosilcsis 
Candida pseudotrooicalis 
Candida ~;rusei 
Cand;Ca gui1ler~ondii 

+-----------------------------------------------------------+ (e===-, :.9:9~. 

s.2 Oiaqnóstico de in!ección por candida ~ 

Cuando se sospecha de 
conveniente realizar las 
diagnóstico acertado: 

una infección por Candida, es 
siguientes pruebas para llegar a un 
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l. Realizar una Tinci6n de Gra~, con el objeto de identificar 
las levaduras caracteristicas de este género. 

2. Cultivo en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA} y Agar BIGGY, 
para el aisla:niento de la levadura. 
Aqar Biggy (Para aislar:l.iento e identificaci6n de Candida 
spp.) 

El agar de Glicina, Gl~cosa, Levadura y Sulfito de Bismuto es 
útil para el aislamiento y la identificación presuntiva de 
Candida por medio de la reacción de sulfuro. 

For~ula en gramos por litro: 

Ci~rato de a~cnio y bismuto 
Sulfito de sodio 
Dextrosa 
Glicina 
Ext!"ac~o de levadura 
Agar 

Preparación: 

5.0 
3.0 

10.0 
10.0 
1.0 

16.0 

Susperide!" 4~ g Cel medio deshidratado en un litro de agua 
dest.ilada. Rer.iojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando 
frecuent:epenter y hervir durante no mAs de un minuto. Dejar 
er.friar a ~5-SOºC. 
Agitar circula:rwente y vaciar en placas de Petri estériles, 
utilizando aproxi~ada:::ente 20 til para cada placa. liQ 
ester{li;a~ (Hcrn!nde: ~· Martine:, 1985). 

3. Tubc ger;:.inati vo. 

Cuando sc.r. incubadas células individuales de C. albi'=ans 
producen un filarriento hifal corto la':eral que aaorigen al 
tubo ger:::i:-iativo, que no lo producen otras especies del 
género Car.dida, siendo esta una de las pruebas rá.pidas de 
di!arenciaci6n de especies en este gén~ro. 

En esta prceba se ~ecesi~a solatente una suspensión dilulda 
de levad:..J:-as er: O. 5 a 1. o ;.,1 de suero. La r.1e:cla se incuba a 
37:oc por J ~.oras. ::1 suero hu::.ano y bovino, incluyendo el 
suero !"et.al de becerro (que puede ser obtenido 
cor..ercialwente), la albú:-::ina sérica bovina, ovoalbü:nina, bilis 
de buey o pept.ona pueden se:- usados con éxito en la 
producción de tubo ger::inat.ivo. Cepas conocidas de ~ 
alt-icans y_ ~ tropicalis pueden usa::-se como controles 
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positivo y ~egativo, resp~ctiva~ente {Lennette, l9S5}. 

4. Tolerancia a pli acido. (Para idc.ntificaciOn Presuntiva de 
~ ilhl= ). 

La eficacia de la tolerancia a pH's acidos de~ albicans se 
ha de~ostrado s6lo en aisla~ientos de especies de levaduras 
co::.ó.r.=:en'te encor.tradas en :uest.ras el ~nicas. En ocas iones 
aisla=ient~s de espe=ies =enes co=u~es pueden dar resultados 
falsos-positivos. 

La pr...:cba de tolerancia a. pH's a=idos, ayuda a difere:"'lciar a 
s..__ albicans de otras especies, pues se ha encon:rajo que el 
rango de pH 1.2 a 1.5 €5 ccnvenientA para el ~rec!ciento de 
~ ~3:is. ya (!Ue a ~H's ::ay~:-es puede;-, crecer Can:Hd~ ~ 

.:..gar para la Prueba de pH ácido. 

Soluciór; A: 
Agar c=apek Dox 
Agua destilada 

Frocedir:iento: 

50 g 
1000 ::il 

Disolver el agar en 1000 ml de agua destilada, esterilizar en 
aucoclave a l2l"C/15 lb/15'. 

Soluci6n B: 

~~;~~4 
Dextrosa 
Agua destilada 

9.43Bg 
9.073 <¡ 

10.0 9 
1000.0 1'11 

No:a: Se aJusta al pH deseado con HCl lN. 

Procedic.ient.o: 

Se disuelven los fosfat:.os y la dextrosa en 1000 ::il de agua 
destilada. El pH se ajusta con HCl al pH deseado con ayuda 
del potenci6netro. La solución final se esterili=a por 
filtración en filtro ~illipore {.22 ). 

finalt:en"":.e se ;::.¿.::=:.~!"'; l~ soluci6r: A y B en la siguiente 
proporci6r,: por cada lSO el de A ad:.cionar ...... =!. de B. El 
::.edio se ·vacia e::. cajas ?etri {S.5 e:: de diá.::;etro). Dejar 
solidificar y so::et:e= a prueb~ de est:erilidad (Odds y A.bbot, 
19SO}. 
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5. Produccí6n de Clamidosporas 

Se ha observado que algunas especies de Candida, 
principaltr.ent.e ~ albTcaps tienen la habilidad de formar 
espor3s es!éricas de doble pa~ed llacadas Clamídosporas, 
constituyendo una pnrnba diferencial entre las especies del 
género Candida. estás cla~idosporas ~uedcn ser inducidas a su 
for=aci6n en ~edios espec1ficos, tales co~o: Agar 
Clamidaspora, Agar czapek-Dox, Agar Harina de Ma1z (Corn 
Meal), adicionando a los des l!lt.i:oos Tween so a una 
proporción de lt. 

a) Agar Clamidospora. 

Formula en gra~os por litro: 

Sulfato de A~onio 
Fasf ato Moncpotásico 
A=ul de T:-iplin 
Polisacárido Purifi~ado 
Aqar 
Biotina 
pH final 5.l •/- o.z 

Preparación: 

l.O 
1.0 
O.l 

20.0 
15.0 
5.o :ncg 

Se suspenden 37 gra~os del polvo deshidratado en un litro de 
agua destilada. Dejar re~~jar durante 19 a 15 =inutos. 
Calentar agitando frecuenteQen~e y hervir durante un minuto. 
Esterili:3r en autoclave a 121=c durante 20 ~inutos. Enfriar 
a 45-so~c y servir en cajas ?et~i {Ha~ual Bioxon). 

b) Ag&r de C<apek Dox + Tveen so 

Forr=ula en gra~os por litro: 

Aqar Czapek-Dcx 
A.gua dest.ilada 
T-:e~.-. el"\ <Polisorbato SO} 

Prepa.raci6n: 

50 
1000 

10 

- Suspender SO g del oedio deshídrata:io en 1000 el de agua 
destilada y µezclar agitando vi9orosa~ente. 
- Adicionar 10 ~l de T"•een so, ~ezclar y agitar. 
- Calentar con agitación frecuente pcr espacio de un ninuto. 
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- Esterilizar en aut.oclave a 12lºC , 15 lb de presión por 15 
minutos. pH final iqual a 7.5. 
- Enfriar y vaciar a cajas Petrl. 

e) Aqar Corn Meal + TYean 80 

Fo~ula en gra~os por litro: 

Agar Corn Meal 
Agua des-:.ilada 
J'\.:'een SO (Polisorbato SO} 

Prepa!"aciór:.: 

17 
1000 

10 

- Adicionar Agar ~orn Meal al agua destilada y mezclar. 
- Calentar a ebullición con agitación frecuente hasta que se 
disuelva co~pletawente. 
- Adicionar en caliente 10 :1 de Tw·een SO y mezclar. 
- Es~erilizar por autoclave a 12lºC 15 lb de presi6n, 15 
"O.inutos. 
- En~riar aproxi~ada:::;.ent.e a .;s-50ºC y vaciar en cajas Petri 
estériles. 
- ~c13r solidificar a temperatura a~biente. 

El pH !:nai es .:.e 5. 5 a. 6.2 a 25°C (te:i.peratura 
a=biente) . 
{Ca;::pbel! y S~e-...·art.,1980}. 

L.:15 técnicas utili::ada.s para se~brar estos medios, son las 
siguien-:es: 

- Técnica de Picadura.- en cajas Petri de 5 Ct:l de diámetro, 
estéril, se vac~a~ aproxi:ad3cent.e 12 :1 del ~edio a 
utilizar, se espera a que solidifiq-_¡e p~ra luego sewbrar la 
cepa a pr=t·~-=-, este se hace ten1endo el asa en !on:ia de L y 
tor:iand.o una asada de la colcn:..a, i:-.t:-ü.:!:..:.::1endo el asa al 
~edio y rasgando el agar a lo larg~ de la caja ?etri, se deja 
incubar a 3-;=c, se re .... ·isa diaI"ia::-.ent.e al ::iicrcscopio, para 
lograr observar el desarro!!o de las Cla~idosporas. 

Técnica de Sand~ich.- en u~ portaobjetos li~pio y 
de.sen:;rasado s~ vierten de 4-5 r..l ctel =.ed.io 3. utili::ar, se 
cspe::-a a que solidifique, se::brando pcst.er ion::.e.nte sobre la 
s~~~~!i.::!e dEl aqar, =ubriéndose el se~brado ccn otro 
portaoibje::::s lir.:pio y dese~gra~"2j,:.. :;-e~.?:- i,.,cubando a ~7c;: y 
otscrv:!r dia::-ia:::ente las la=inillas p~ra observar el 
desarrollo de las Cla~1dosporas. 
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Existen algunos factores que pueden influir en la formación 
de las Clacidosporas, tales co~o: 

i) Medio de cultivo utilizado.- de les medios de cultivo 
utilizados, se ha demostrado que el Aga= czapek-Dox con 'l'ween 
ao, resulta ser el ~as eficiente, no i~portando la técnica de 
se:nbrado (Sand ... :ich y Estr1a). 

ii) Densidad del inóculo.- elde i
3
n,6

5
c
0
u
0
loX r

1
e
0

9ornaen
5
d
0
adxo 1 s0 ~ encuentra en el siguiente rango: 

células por c.l. 

iii¡ Temperatura.- la temperatura ideal para su formación se 
encuent:-a de 2.; 0 c a ::si=c, debido a que no alcanzan un 
desarrollo adecuad~ a J7°C. 

iV} Anaerobiosis parcial 

V) Tiecpo de incubación.- De 24 a 48 horas. 
{Da·wson, 1961). 

e) Asimilaci6n y Fen:lentaci6n de Carbohidratos. 
Estas pruebas se considerar. importantes para loqrar la 
diferenciaci6n del gé::e:-c y especie de Ca:id!da ('·,;er pr~ctica 
2). 

caracter1sticas de las espe~ies de candida ~ás frecuentemente 
aisladas en c~estras cl1nicas (CUadro B). 

s.J Resultados. 

Las prueb"'s antes ~en.::ionadas se p:-obaron en cepas de ~ 
albica~s Candida krusei L t.;ooicalis 'i cinco ~ues":.ras 
cllni.::as p:-esunt.i'\·as de ser positivas a ~ albicans, 
cbterudas a p.a:-t.i.::.- de e.>..-~j2dos vaginales. 

?cr la t.ecnica de 4;.incién de Gra:: se logro observar la 
r.orfolog~a de cada ''"'-:"1::t de las cepas en estudio, candida 
apare.::e coco una !evadu=a gr~:pcsit.iva, que tiene ge~ación. 
Posterio:-w.c;-.te se rcaliz.6 el cul"tivc en agar SDA y BIGG'i, 
para lograr el aislacien~o de la levajura en el caso de las 
r:t:est.ras clini.cas 1 sien.:.o es-:e sat.:sfactorio ya que se obtuvo 
un creciniento favorable, .::on el cual se proceji6 a realizar 
las prueo.as ce c.i:.ere:-.c1a.:1c;¡ de especies den-=..ro de este 
gCne::-:i. 

Prueba de tubo Ger:t:inati vo y produccién de Clanidosporas 
(Cuadro 9). 
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con respect-o al creci::.ient.o en pH's acidos, el resultado 
observado en el caso de las cinco t:lues't.ras cl1nicas y la cepa 
de ~ albi·-3:15 !'ue un cre=imiento posi~ivo desde pH =l.2 a 
pH= l.4, para la cepa de ~ t:;-ppicalis y_~ ~el 
desarrollo se ¿i6 a partir de pH = 1.6. 

Result.ados de Asir.ilac16n y Fermentación de Carbohidratos 
para levad'..lras ( C'uadro : o) . 

Los procedi~ie~tos ~ rcal~za= por los alwr.nos en la prActica, 
son los siguient.~s: 

a) Aisl-".::.ic¡;:c del gónero Candi.da a partir de una muestra 
cl1n1ca, e~ les cedios especf~1ccs. 

b) Produccién de tubo ger<=inativo y clat:iidosporas de cepas 
conocidas de ~ albicans. 



CUADRO B-

CARACTERISTICAS DE LAS ES PEC :r ES DE CANDIDA MAS 

FRECUENTEMENTE AISLADAS EN MUESTRAS CLINICAS 

ASIMILACIONES FERMENTACIONES OTRAS REACCIONES 

G H s L G H c 1 )< R T D G H s L G T u N s D TG c 
L A A A A E E N 1 A R u L A A A A R R I E E UE A u L c c L L L o L F E L u L c c L E E T u s BR p 
c T A T A o o s o 1 H c c T A T A H A R D A OH s o o R o c B B l s N A 1 o o R o c A s A o R 1 u s s o s T 1 l T A o L T s s o s T L A T H R N L 
A A s A o o o o s o o A A s A o o o 1 o A A 

A s s s L A s L A s s s F L L 
A A A A " A A A L s o 

ORGAHISP10 37C 

C.oLndida. 4ll bic.oLns AG AG oG AG 1 -
o A o A 

1 c. p.;t.ra.psi los is AG AG AG 
o A o A o A 

c. tropical is AG AG AG - ;4G AG 

c. pseudotropic4llis AG AG AG AG AG 
o A 

c. krusPí IAG 

c. guiller"ondii + + + 
1 AG 

AG - AG AG 

1 

o A o A 

c. ruges--. + - - - - + 1-
1 
1 

~~ ~ ~~!~3 ~Ró~Bc:~o SOL0 E~ EL CA~~º ~t FERMENTACION 
~on~Man ~~ al .. ~?83. 



CU A DFIO 9 -

RESULTADOS DE PFIODUCCXON DE CLAMXDOSPOFIAS 
~ TUBO GEFIMXNATXUO PAFIA CANDXDA-

AGAR CZAPE)( I>O>I AGHR CORH HEHL AGAR CLAHII>OSPORA TUBO 

GER111HA 

;AH1>i.11cHI SAHI>MICH 1 

-.. 
RASGAI>O RASGADO SAHI>MICH RASGADO TIUO 

1l>ENT1 Fl CACl OH 

Candi da albicans + 

1 

+ + 

1 

+ - - + 

Candi da >crusei - - -
1 

- - - -

1 J.3 - + - + - - + 

J.442 - - -
1 

+ - - + 

890 + + - + - - + 

374 + - - 1 + - - + 

459 + - - l + - - + 



DE LAS PRUEBAS 
CUADRO -1..0-

RESULTADCS 
AS:IM:ILAC:ION ~ F'ERMENTAC:ION 

DE 
DE 

CARBOH:IDFIATOS PARA 

II>E.HTIFICACIO!'i 

Candid~ albicans 

C. tropical is 

e. kruse i 
Rodhotorul.a. 

Cryptococcus 

neofor-Ans u.ar. neof 

C. neoforMans 

374 

J.442 

J.3 

459 

9.a.tti 

1 

L 
A 

~ 
o s 
A 

ASIHlL~CIOHES 

G M ~ R T 
A E l A R 
L L L F E 
A O O I H 
C B S N A 
T 1 A O L 
o o s o 
S S A s 
A tl A 

LEUADURAS 

FERHENTACIONES 

G H s L G 
L A A A A 
u L e e L 
e T A T A 
o o R o e s s o s T 
A A s A o 

A s 
A 

+ 

T 
R 
E 
H 
A 
L o s 
A 



PRACTICA 6 
CRYPTOCOCCUS 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LAS 
CARACTERISTICAS PRINCIPALES Y 
LA FORMA DE DIAGNOSTICAR UNA 
MICOSIS CAUSADA POR EL GENERO 
CRYPTOCOCCUS. 
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6. Generalidades~ 

La Criptococosis es una infección pul:::.onar en humanos y 
ani~ales causada por una levadura, Crvptoccocus neoforma¡,s 
( sinónimos: s_accharo~yces neofornans. Cr7•ptococcus ho::iinis. 
Torula neoform3ns Toru 1a hist.olvtlca y Slasto~vces 
neofo~ans). A su estado perfecto se le conoce coco 
filobasidiella neo~orr:-.ans la cual pertenece a la clase de los 
Basidiot:.icet.05, siendo su habitat natural el excrenento de 
palo::::.a. 

La ::-uta de infección en hu=.anos y anicales es por via 
pulconar debido a la inhalación de las basidiosporas, que son 
las esporas del estado perfecto de ~ neofor~ans, ::-esultando 
en una infección subclinica respi=atoria la cual es resuelta 
espon't!neacente por el hospedero. En aproxirr.adarient.e 10\ de 
los individuos con infección p~l::i.cnar el microorganis=o pas~ 
a la sangre, causando una dise::;inaci6n en el crganís~o que 
generaloente se !::.a:i.ifiest.a por ::i.-=.nir.git.is. :.a dise~i:i.ación 
ocurre con r:iayor frecuencia en p3.cient.es inrnunodeprit;lidos, 
por lo cual estA levadura es considerada co::i.o oportunista. 
Sin enbaroo, se ha enco?"'.trado infección dise:::i.inada en 
pers·:>r.as nÓ::;;.a!e.s (H.c:.-;.j!;::e:, 19;;:;. 

6.1 Oesc~ipci6n del género Cryptoeoceu~. 

En tejidos, ~ necfor¡..ans se desarrolla co;:o una levadura 
ge~ante, rodeada de ur.a c~~sula. Est.a estructura es obvia y 
lo diferencia de et.ras levaduras no capsuladas que pueden 
estar presentes en los tejidos. 
A diferencia de otrcs h~r.gcs que producen ~icosis profundas, 
~ neofon.·ans presenta la t::.is::ia worfologia (levaduras 
capsuladas) tanto en e! estado parasitario co=o vegeta~ivo, 
es decir, no es di~ór:icc. 

Existen otras especies no pa~6ger.as den~ro del género 
Crvp-t.o,..occus cor..o: c. albidus. c. lau:-ent11. ~ luteolus. 
h_ terreus, ~ uniguttula-~us 1 las cuales pueden 
diferenciarse de c. neoforr.:ans porque esta especie se 
desarrolla de 28 a 37ªC y es pat6gena para el ratón. 
Caracteristicas co~o presencia de cápsula, forraa de la 
célula, aspecto de la C.:'.)lonia. producción de ureas a, 
asiDilaci6n de nitra~cs, fert.~nt~~i!~ y 3~i:il~ci6n dP 
azúcares funcionan para dife:-enciar al g.2ne!"o crvpt.occccus de 
otras levaduras patógenas. 



6.2 Diaqn6stico d• intecci6n por cryptococcus. 

El diagnóstico de esta ~icosis se realiza usual~ente por: 1) 
cultivo de esputo, secreci6n bronquial, orina, heces l' 
sangre; 2) la observación de la cápsula en tinta china y/o 
J) la demostración del ant.!geno c:-iptococal en el liquido 
cefalorraquidec por aglutin~ci6n en lAtex cuando la infección 
es díser:iinad~. 

La inoculaci6n de ra:cnes jóvenes pcr vla 
~étodc auxiliar p~ra el dia~n6st.ico de 
cuando no se logra observar l.! levadura 
=uestras cl1nicas (Bernindez, l9SS). 

j ntratecal es un 
la criptococosis 

capsulad.!. en las 

P:-uebas para diferenciar .:rvptococcus neofornans de otras 
levaduras pat.6genas. 

1. Tinci6n con tinta china 
?reparaciones con tinta ch1na para la observación de c!psula 
en CCTptoccccus neo: orr.,3os. 

Pr1r:.c;.p10. E.s una prueba rápida de rutina utilizada para la 
identif icaci6n de ~ necforpaos a partir de muestras cl1nicas 
er. la.s cuales se scspecha la presen:=ia de está levadura. 

Método: 

se c:iloca una got.1. de tinta china en un portaobjetos 
li:;;pic. 
- Suspender una pequeña porci6n de ~uestra y ~ezclar con la 
tinta china. 
- 0..:~r i :-- cor: u~ cubreob-ietcs 

Cbservar al ::::.icroséopio 
levaduras ge~antes cubiertas 

licpio. 
(lOY. o 40X} para identificar 

por una cápsula. 

Nota: Se sugiere la utili~aci6n de tinta china en color azul 
debido a una obse!'"vaci6n :::.As clara de la cápsula en 
co~paraciór. al resultado obtenido usando tinta china en color 
negro. 

Inter~retaci6n: 

?cs1ti\.•o: Células ae::-.antes de -'-20- l:!.icro::.etros envueltas en 
cápsulas de l a 20 ~icro=etros • blancas y brillantes. 
Negativo: Ninguna célula cubierta por cápsulas (Cac.pbell y 
St.e•a::-t:. 19SO}. 



2.oesarrollo de ~ peotormans en diferentes medios de 
cultivo. 

a) Desarrollo en Agar Dextrosa Sabouraud.- colonias blancas o 
marizadas, desde cre~a hasta carr6n, textura suave y cremosa, 
resbalan por las paredes del tubo que las contiene dando la 
apariencia de leche condensada (Rendón, 1986). 

b) Desarrollo en Medjo Niger (agar) 6 Agar Alpiste de Staib 
y Senska. 

El crecimiento diferencial de c.neof-ormans en el m.edio de 
Niger se ha usado como una prueba para su identif icaci6n, ya 
que es la única levadura de su género capaz de asimilar la 
Creatinina que se encuentra en estas se~illas (Níger) 
produciendo un pigmento café-oscuro. 

Hopfe:- y Groschel describieron una prueba rnAs rápida, en la 
que se utiliza el co:ponente activo del alpiste (ácido 
cafeico}. Las levaduras, especialrier.t.c. el C.neoformaoS. 
capaces de producir fenoloxidasas, producen tanbién un 
pigmento I:larr6n en r--ed !.0:: que =-c!"!t.i.c:-.:::;.:-. :í.::ido cafeico como 
sustrato {Konernan, 1983). 

Preparación del Medio Níger Si~plificado: 

semillas de Guizotia ab~ssinica (Niger) 
Ayar bacteriol6gico 
Agua destilada 
Cloranfenicol 

Procedit:.iento: 

50 q 
15 q 

1000 ml 
so mg 

- Pulverizar las ser..illas de Niger en un mezclador eléctrico. 
Hervir por 25 cinutos en 100 el de agua. Filtrar a través de 
una gasa ó papel filtro. 
- Adicionar 15 g de agar. LLevar a un volurnen de un litro con 
agua destilada. 
- Esterilizar en autoclave a i1o=c por 25 minutos. 
- !:nfriar a so~c. Adicionar cloranfenicol, el cual ya debe 
estar dis~elto en 10 rnl de alcohol absoluto. 
- Ho:~;cni:ar y ser~ir en cajas petrl o tubos. 
- Dejar solidificar y se;r.brar por estrla la cepa en estudio. 
t':ia prueba positiva se obtiene con el desarrollo de colonias 
convexas, lisas, de bordes regulares, de color café oscuro­
cpacas con apariencia vidriosa y hút:Jedas debido a la gran 
cantidad de waterial capsular presen~e (Rendón, 1986). 



e) Hicobiotic.-no se desarrollan pues son sens~bles a 
ciclohexa-mida. 

3. Pro~ucei6n de urea.sa..- útil especiall':H.?.nte en la 
diferenciaclón entre los géneros Cryptpccccus y ~. 

Todos los Cryptococcus se~ posi"":1vos a 1.a producci6n de esta 
en:ima. Las especies r.~s cocunes del género Candida. excepto 
~ ~ son ureasa ne.;;ativa (Manual de Micologla Médica, 
1975). 

4. Asi~ilaci6n do nitratos 

Es~a rrucba di:?;:;:..:.cS~!'"-1 la habill.::i.3d de las levaduras para 
utilizar co~o úni~a !uent.e de nit~éqe~o a los nitratos, 
conocicndose que Un3 cuart~ par~e de las levaduras los 
utiliza:i. Ex1s!:.en et.ros co::.pc?'lent.e:s nitrosenadcs, co::710 el 
nitrito, etila~ina y L-l1sin3, que pueden ser ecplc3dos como 
sustratos para esta prueba. 

Les oétojcs para p:-otia:- el. crc.:i::icnto son si~ilares a los 
que ut.ilizan fuer.:t.e de carbc~o, e=pleando ::;ed1os l~q:~idcs y 
sólidos con base de :i.i trégeno en lugar de una base de 
ca=~=~o, los nit~itos pué~en ser :óxicos para las levadura5 
debido a que forl:lan á=:~c ~itrcso a un pH= 6.?or esta raz6n 
el ~edio debe ajustarse inic1al:e~te a un pli2 ~.5. Debido a 
esta toxicidad, los auxonogra~3S son ecpleados para pro~ar la 
ut.ilizaci6n de nitri't.cis y e~ila:::i:-ia 1 la c:.ial puede t.ar.:blér. 
ser inhibitoria. Los sustra~os para la prueba de utilización 
de nitrógeno debe:-an ~dicicnarse en solucí6n a una 
c~ncentracién de 2 a 5 z:..~ {Barnctt, 1983}. 

Uno de los ~étodos recc~endados er. ~icolog1a pa~a la 
reali~aci6n de esta r~~eba es él siguiente: 

~~!~~!p~~~a ~~os~~~~pcl~ hi;ii\e{d:~dc;e ~:; l~~J~;=~h~~ª~or!~~ 
nitritDs a partir de ni~ratcs (presc~cia de la nitrato 
reduct.2sa). La formación de ni~.rit.os e.s detectada por la 
adición de un reactivo de color. La reacción {car..bio de 
color} ocurre en el hisopo de algcd6n. 



Materiales y Reactivos. 

Hisopos ~ratados con soluci6n bufferada de Nitratos-Zephiran. 
Tubos de ensaye (10 cm X l c?n) 
Cultivos control. 
Positivo: Cryutococcus ~ var. ~ 
Negativo: ~ neofornans 
Solución A: 0.5\ de alfa-naftilamina en Acido acético SN 
Solución B: O.E\ de ácido sulfan1lico en Acido acético SN. 

Solución Bufferdda de Nitrato-Zephiran 

KN03 
Na 2H2P:i.;•H 2o 
Na2HPO~ . 
Cloruro de Zeph1ran 
(so!uci6n 17\} 
Agua destilada 

?reparacion: 

2.0 g 
ll. 7 g 
1.14 g 
l. 2 l:ll 

200.0 i:tl 

- Pesar y r!edir cuidadosartente todos los ingredientes. 
- Adicionar 1.2 el de cloruro de Zephiran a 200 ml de agua 
dest.ilada. 

Adicionar los ingredientes secos y :mezclarlos hasta 
disolverlos corcpletamente. 

?rocedirniento de la Prueba. 

a) Los hisopos son cubiertc~ por algunas colonias de la 
levadura a prueba. 

b) Para asegurar un adecuado contacto entre el organisrio de 
prueba y el hisopo, éste se gira en el fondo de un tubo de 
ensaye lirr.pio. Incubar el tubo con el hisopo por 10 minutos a 
4.SºC. 

c) Reoover el hisopo del tubo e introducirlo en un segundo 
tubo conteniendo la5 50!'.!~i~::~s .'l.. y E :de~ ;;vt.o..s de cadd 
una). 

Not:a; El control positivo y negativo seran sometidos a prueba 
al mismo tiempo que las levaduras proble~a. 
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Interpretación: 

~s controles trabajados, deberán validar la prueba. 

?ositivc: se desarrolla en el hisopo un color rojo brillante. 
Negativo: El hisopo retiene solo el colo~ de los organismos 
probados (Campbell y Ste·•a::-t, 1950). 

s. Farmentaci6n y asimilaci6n da carbohidratos (CUadro 11). 

6. Fon:ación de Micelio. 

~ neofort;3ns car~ce de la capacidad de formar un micelio 
verdadero, esta caracterlst.ica de iden~ifi.::aci6:i. se comprueba 
en agar Clacidospor.o. y agar Corn !-!eal. 

7. Prueba de Patoqe~i=i~ad en ratón. 

se inoculan ratones jóvenes, aproxinada=ente de tres semanas 
de edad, por v1a intratecal, este es un oétodo auxiliar en el 
diagnóstico de Ctypto=~~C~S nP0foP~!~S y~ q~e está levadura 
es la ~nica especie en su género patógena para el rat6n. 

Me.todologia: 

?reparar la ~uspensi6n de levaduras en solución sálína 
fisiológica estéril de un cultivo de 4S horas de crecimiento. 
Se realiza un conteo celular en camara de Ne•·r'ba_.er, para 
conocer el numero de levaduras a inocular. Se recomienda una 
diluci6n 1:1000. 
- Utilizando una jeringa de insulina. aspirar 0.02 ml de la 
suspensi6n de las cé!ulas. 
- Anes~esiar al ratén con é~er o clorofor~o. 
- Colocar los dedos indice y p~lgar de la cano izquierda 
sobre las orejas par~ in~ovilizar la cabeza. 
- Li~piar la piel ccn ~lechal. 
- Cn poco hacia la linea cedia a través del cráneo la aguja 
se insertar, lentat:iente, rotando la jeringa corno un pequeño 
taladre entre el dedo pul;ar e indice hasta que se perciba un 
pequeño estirón de la aguJa. 
- Ir.pujar 1<!?!"!t:a:-~;:':c e: t_;:.~.:.lo o~ la Jeringa para inocular 
0.02 ~l de la dilución. 
- Repetir la inc~~l~~i5~ po= lo Llenos er. tres ratones. 

La infección se manifiesta entre los B y 15 d!as después de 
la inoculación, provocando en los ratones alteraciones en su 
co~portaw1ento. La ~uerte instántanea o durante las primeras 
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48 horas se debe a trau~atisrnos causados por la inoculación 
(Her:iandez, 1988). 

El material bio16gico obtenido, se clasifica en partes 
iguales. para ser utilizado como sigue: 

a} Una parte p.J.ra observación de cápsula y verificar la 
presencia del ~icroorganis~o. 

b) Segunda parte, creci~iento en Medio Niger y SOA. 

e) Una tercera parte para corte histopat6loqico. 

d} Y final~ente, se dejaran algunos cerebros para tener 
r:-.at.erial bíol6gico disponible para los alumnos de Micologta 
Médica. 

6.J Resultados. 

Con el objeto de verificar las pruebas de diferenciación de 
~ necfor~ans con otras levaduras patógenas. se probaron 11 
cepas puras de ~ oeofc!l.'ans, u~a cepa de ~ alticans y una 
cepa de ~~~~~~-~:a fil2...t..- siendo estas últi~as los controles 
:-.e.:¡at:..1vos para les pruebas a realizar. Cabe l:i.E.ncionar que 
estas cepas patrón fueron propo~cicncdas por el Dr. Cervantes 
Olivares (Lab.::irat.orio de ~icologia Médica, Unidad de 
Posgrado, FES cuau~itlán). 

En la prueba de 'tinci6n con t.int.a china, se puede observar 
la levadura capsulada de ~ neofott.ans. no en::ont:-andose asi 
en los controles negativos . 

.El desarrollo en Mejio Ni;e:r fué el siguiente: se encontró 
creci?::iien~o de las t:-es leva.duras a prueba 1 r,ostrando ~ 
neofor-r;a:-:s una colc:üa de color café oscura, la cual nos da 
un par¿::-.et.ro definido pa:-a lograr d:.ferencia:-la de otras 
levaduras. 

En la Prueba de Ureasa la reacción positiva para ~ 
neoforr,ans s~ cbser"'-'6 cc=.o u;;.a coloraci6n rosa-pú.rpura, 
efec~o que no se enc~entra e~ las c'tras lev~d~=a~. 

?ara la pr~c~~ de As1~ileci6~ 
Carbohidrat:cs {CuZ!dro 10\. 

~ Fer~entaci6n de 

Con respecto a la prueba de pat.ogenicidad en rat6n, los 
resultados fueron los siguientes: se u~ilizaron 15 ratones de 
tres se~anas de eC~d, de les cuales siete se inocularon con 
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~ neoformans var. ~ (15,000 células/ml) y siete con~ 
neofonnans var. neofor.:i.ans (13,750 células/ ml)~ dejando uno 
de los rato:ies cono control negativo de la prueba. Al octavo 
d1.a de la inoculación :? de los 15 ratones murieron, y los 
demas fuero~ sacrificados al deci~o d!a para lb obtención del 
cerebro, en todos ellos se observó un aumento en el tamaño 
del mismo, ast co~o una coloración blanquecina. Del material 
biol6g ice procesado, se encontró ~a presencia de 
mi~roorg~niscos capsulados en los 14 ratones inoculados con 
Criptococos al realizar la tincion de tinta china, tambien, 
se obtuvo creci!:'iento positivo tanto en el oedio Higer cow.o 
en SDA, verificandosé por ültimo la presencia del 
microorganis~o por medio de cortes histopatcl6gicos. 

Los procedi~ientos a realizar por los alumnos en esta 
práctica, son los siguientes: 

a) cultivo de r..aterial biológico (cc.::-ebro de ratón) en ~edios 
especif icos. 

b) Observación de cápsula y producci6n de ureasa a partir de 
una cepa conocida d~ ~ !'.e0for1.,ans. 

e) Observación t:".icrosc6pica de cortes histológicos de cerebro 
de ratón positivos a ~ neoforr.ians . 
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PRACTICA 7 
HISTOPA TOLOGIA 

OBJETIVOS: 
EL ALUMNO CONOCERA LAS 
TINCIONES ESPECIALES PARA 
HONGOS EMPLEADAS EN 
HISTOPA TO LOGIA. 
EL ALUMNO RECONOCERA LAS 
DIFERENTES ESTRUCTURAS 
MICOTICAS ENCONTRADAS EN 
TEJIDOS. 
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1. Generalidades. 

Entre los métodos utilizados para realizar el diagnóstico de 
cicosis se encuentra el exanen Histopatol6gico, que tiene 
una doble finalidad: la observación de la respuesta 
cicrosc6pica del tejido afectado y la detección del agente 
causal en tales lesiones. 

En la evaluación cacrosc6pica de los tejidos, las infecciones 
mic6ticas pueden ser confundidas con neoplasias 6 con 
lesiones producidas por otros agentes y la posibilidad de la 
presencia de una :icosis es considerada hasta que se realiza 
la observación ¡:¡,icrosc6pica de la :::iuestra. cuando se sospeche 
de una infección ::;ic6t.ica es conveniente re::ii tir la muestra 
al laboratorio, para reali;:ar el aisla::iier.to y el exa?:en 
histopatológico. 

El exa~en histopatol6gico 
necropsias es una excelente 
de las ::iicosis. 

de t:"Uestras de biopsias y 
herra::iienta para el diagnóstico 

Debido al ta~año, caracterlsticas =orfológicas y propiedades 
tintoriales, que poseen los hongos. Estos pueden ser 
eficiente~ente estudiados en los tejidos. 

La eficiencia del diagnóstico histopatológico de una 
enfer:edad cic6tica depende de ciertos factores, tales co~o: 
el agente involucrado, un adecuado :éto~o de coloraci6n, el 
uso de coloraciones apropiajas y la labor eficiente del 
histopatólogo. 

La r.orfologia del agente es, e:-. ;2:--.e::-a::., !.o su!iciente=ente 
caracterlstica para e::iitir un diagnóstico seguro, coto en el 
caso de histcplas::icsis, paraccccidioidc=icosis, blasto:icosis 
lobo~icosis, coccidioido=icosis, criptococosis, 
rinosporidiosis y adlospiro=icosis. 

Para algunas enfer~edajes :ic6:icas, co:o la lobo:icosis y la 
rinosporidiosis, el exa.:i.en :cicroscópico de cortes 
histológicos 6 f::-ot.1s, es la única ::ane::-a de establecer el 
dia;n5.st.:..::.:::. :!c~i.:!: ~ ..,-- ~!. -~- __ t?"::iolégico de estas 
enfer=edades no ha ~~:!idc ser aisla:!o en =~dios artificiales 
de cu: ti;·~ (Ch3.:::d:e.:- et al., :=.9S0). 

Por otro la.do, aun:¡ue las hifa.s, esporas y otras fort:1.as 
füngicas están a =e~udo jistorsionada.s en los tejidos por la 
respues:a inflacatoria y pueden ser dificiles de identificar, 
usual:ente se pueden dlstinguir dos estructuras básicas: 
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l) una forma ~icelial, caracterizada por la presencia de 
estructuras filamentosas llar.:iadas hifas o seudohifas, y 2) 
una estructura levaduriforne o ntisular 11 en la que sólo se 
pueden distinguir células en forta de levadura. 

Algunos hongos producen sólo una estructura levadurifor~e en 
los tejidos, otros sólo una for~a ~icelial. Es poco 
frecuente el hallazgo de a~bas estruc~uras en el ~iswo 
órgano. Los hongos di~órf icos, se hallan virtual~ente siewpre 
en la for~a de levadura cuando se observan en tejidos. 

Las levaduras se pt:.eden ider,tificar presuntivaoente en los 
cortes de tejidos observando: a) el ta=i.año de las células 
individuales, b) su disposición y ubicación, y e) el nücero y 
forna de unión de las ye=as (blastosporas). 

Los hongos que producen hifas en los tejidos pueden 
identi!icarse p~esuntiva=cnte observando: a) di¿~etro de las 
hifas, b) presencia ó ausencia de sept.os, y e) p=csencia 6 
ausencia de pig¡.¡enta::i6n q·..;.e sugiere ur, nie~bro del grupo de 
hongos oscuros o de~at.iáceos (Kone~3n et. al.,1963). 

7.1 Métodos de tinción 

La coloración de rutina usada en laboratorios de 
Hist.op3.tologia es con He=.at.oxi l ina y Eosina (H&E) la cual 
peroite observar el tejido afectado y los hongos pueden ser 
caract.erL:a,jcs cono hialinos o de::iatL~cecs. Algunos hongos 
co~o los Osoergillus y_ Ziqo~icetos se tiñen bien con 
Her-atoxilina Eosir.a; ~:entras que otros hongos se tiñen 
pobre::-.ente o no se t.iñen. En alg'...!nos casos, el contcrno de 
las células !ungales no t.eftidas puede observarse y la 
presencia de un3 infección por hongos puede ser establecido. 

En algunos casos, sin e~bargo, los org~niswos san 
dificíl~ente distinguibles de los co~ponentes tisulares y 
hongos en pequeños núr,eros pueden estar ocultos con esta 
tinción. Cuando esta tinci6n nos per~ite observar un tejido 
afectado por hongos, se reconienda enviar la =.uestra al 
laborat.cric de Histopatologia y solicitar alguna de las 
tinciones especiales para hongos, entre las que se 
.;;;::::-.:c:-:~!"~n~ 1-'\ de Go;::ory Metilar:ina de plata {GMS}, la de 
Gridley para hongos (GF) y la del Acido F¿ry~~~== ¿~ Schiff 
(?l·.Sl, las cuales son prccedi~ientos invaluables para 
delinear ho~gos y estudiar su ~orfologia. 
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La ~ayor1a de los hongos teñidos por estos l:l.étodos son 
observados claraoente y resultan en un contraste muy adecuado 
en contraposici6n con los tejidos adyace:ites que I:iUestran una 
tinci6n ligera~ente contrastante. se considera que el 
proceditliento de GMS es el :i.ejor dentro de las tinciones 
especiales para hongos ya que pro·~·ee un cejar contraste y 
frecuentemente las células fungales tenidas son refractarias 
a los procedicien'tos de GF y PAS. 

Deben tornarse precauciones pa~a prevenir el sobreteftmiento de 
tejidos por el proced1r."iento de GMS, ya que eritrocitos y 
nücleos desnudos puede~ tenirse y provocar la apariencia de 
levaduras o de células levadurifor~es. 

Entre las licitaciones de las tinciones especiales se 
encuentra que al enmascarar el color n3t.ural del hongo, y por 
ello no son utilizadas para de~erminar s1 los elenentos 
fu~g~les son hialinos o jcLlati¿ceos. 

La conbinaci6n de tinciones cc~o G~S-HE han sido u~ilizadas 
en laboratorios histcpatcl6g1cos con éxito (Chandler et al., 
1980). 

7.2 Material 
laboratorio. 

Histopatológico con el que cuenta el 

En los laborat.orics de ~lcoloqia es i:=port.ante disponer de 
cortes t.=..stológicos con estructuras fú:-,gicas, que sirvan de 
:-efc:-c::cia para co::".parar for:::as sospechosas que puedan ser 
vistas en nuevos casos y co~o Vdl1osa ayuja did!c~ica para 
estudies propios 6 pa:-a enseñar a nuevos estudiantes. Para 
tales efectos el laboratorio de ~icoloa1a Médica de la 
Coordinación de Estudios de Posgrado d~ la Facultad de 
Estudios S 1Jperiores Cuau.tit.lár., U.N.A.M., cuenta con las 
siguientes preparaciones: 

l. Derr.atofitos 

a} Biopsia de piel teñida con PAS 
b) Esca~as y pelo te~idos con PAS 

2. Malazzesia furfur 

a) Canal auditivo teñida con Go~ori, en donde es distinguible 
la fase levadurifon:e de este agente. Estas levaduras se 
tiñen casi de color café. 
b) Canal auditivo teñido con PAS. 
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a) Riñen de conejo teñido con PAS, donde se logran observar 
estructuras, tales corno: blastosporas, pseudomicelio, 
micelio, todos ellos en color púrpura. 

b} Riñen teñido con HE, aqui se aprecia lesión granulomatosa 
conteniendo =élulas epiteliales, células gigantes y 
neutrof i los. Las células funga les se tiñen pobremente dentro 
de las células gigantes. 

e) Rif.on teñido con Grao, donde se aprecian clara'Clente las 
blastosporas y el pseudornicelio, anbos en color oscuro. 

~. Cryptococc·..:.s r.i:-~forr.ans 

a) Cerebro de rat6n teñido con PAS, donde los Cryptococcus se 
colorean intensar-ente y algo del "Caterial que rodea las 
células (c~psula) es ta:riliién teñido, se pueden observar 
células levaduriforl:'es en gewa.::it:--.. 

b} Cerebro de ratón teñido con Musicarmina de Mayer. Las 
células levaduriforoes se observan de café oscuro, 
presentar . .:io un halo ::.ás claro que de::iuestra la presencia de 
la cápsula. 

5. Qsperqillus ~ 

a) Tinción de FAS. Se notan bien teñidas las hifas de 
Aspergillus rcdeados pcr el oaterial luminoso denominado 
Splendore-Hoeppli. 

b) Tinción de GMS. Se notan las hifas cortas teñidas 
intensar..ente y se I"Juestran brazos dicotomos, en general, los 
brazos están orientados en la mis:a dirección. 

e) Tricrooica de Masen 

6. Coccidi~ides innitis 

a) Tinción de GP.S. - la pared de las esferulas r.aduras y sus 
endosporas se tiñen bien por GMS. Sin embargo, los contenidos 
de las endosporas no es tan claramente definido como en la 
tinción de PAS. 
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b) Tinci6n de HE.- se observa que largas esferulas intactas 
pueden eDpezar a ser fagocitadas por células gigantes. cuando 
la pared de algunas esferulas está rota puede observarse que 
las endosporas están en proceso de liberación. 

e) Tinci6n de PAS. La pared y contenidos internos de 
endosporas estAn bien teñidos. En contraste, la pared de las 
esferulas oaduras no es teñida. PAS es excelente para 
demostrar ~ in~'tis en tejido; la li~itaci6n es que no tiñe 
la pared de esferulas oaduras. 

7. Zigoc.icetos. 

a) Tinci6n de HE. Las hifas que producen estos hongos son de 
un diá~etrc grande y se tiñen bien con Hematoxilina. Se 
observa una zona estrecha de leucocitos ¡;olicorfonucleares 
(Chandler et al., 1980). 

En eztá prActica el alctmo realizará observaciones 
c.icroscópicas de cortes ~istopatol6gicos de diferentes 
tejidos positivos a infecciones por hongos. 



PRACTICA 8 
INMUNOLOGIA 

DELAS 
MICOSIS 

OBJETIVO: 
EL ALUMNO CONOCERA LOS 
METODOS INMUNOLOGICOS 
EMPLEADOS EN EL LABORATORIO 
PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS 
MICOSIS. 
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8. Generalidades. 

Los hongos se encuentran ampliamente distribuidos en la 
naturaleza, reconociéndose mAs de 2so,ooo especies, entre las 
cuales de 50 a 100 mil son patógenas. La patogenicidad de 
estos microorganismos es de naturaleza multifactorial y las 
caracter1sticas que deben de reunir para ejercer sus efectos 
patógenos sobre el huésped son los siguientes: 
a) colonizar la superficie de la piel. 
b) penetrar a los tejidos 
e) propagarse en el ambiente tisular 
d) resistir o interferir con los cecanismos de defensa. 

Cuando la penetración es directa dentro de los tejidos del 
huésped, se manifiesta una Qayor patogenicidad. La pérdida de 
la habilidad de los m~croorganiswos para llevar a cabo 
cualquiera de estos pasos causan dist:iinuci6n de la 
virulencia. Algunos hongos presentan dinorfisrno cuya 
manifestación depende de la especie y el Qedio de desarrollo 
(Valdespino, 1988). 

La inmunidad na~~=a! haci~ las en!er=iedades causadas por 
hongos resulta muy alta. La infección dependerá de una 
exposición suficiente del organisco involucrado y de la 
resistencia general del huésped. Esto está bien demostrado 
por dos categor1as generales de enferr.iedades cicóticas 
sistémicas. En la priwera, la infección ocurre en el paciente 
que en una area endémica inhala un núnero suficiente de 
espora5. La wayor1a de estas infecciones son asintom~ticas y 
se resuelvan rápidaoente, presentándose una resistencia 
espec1f ica a la reinfecci6n. Solo en raras ocasiones la 
infección se torna seria (Rippon, 1974). 

Por otro lado, infecciones oportunistas son causadas por 
organismos de baja virulencia presentes universalto.ente, cuyo 
establecit:iiento dependerá enterawente de la baja resistencia 
del huésped. Si el paciente se recupera de estas infecciones, 
se desarrolla una resistencia no especifica. 

Consideraciones ceticulosas de signos, s1ntomas y datos 
epideoiológicos pueden resultar en un diagnóstico cl1nico 
adecuado de una enferrn~dad =ic6tica; sin e~barqo, 
diagnósticos presuntivos deberán ser confirmados por cultivos 
estandar y procedimientos de laboratorio histológicos. 
Desafortunadamente, el diagnóstico de las infecciones 
t:iicóticas no siempre puede ser a partir de a?:lbOs 
procedimientos. 
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Es por ello que los procedicientcs innuno16gicos pueden ser 
utilizados para dar una rápida y presuntiva evidencia de 
infección, siendo frecuentemente la prir:era evidencia de la 
existencia de una infección t:üc6tica. Se reconoce que la 
protección inr.i.unol6gica a las infecciones por hongos esta 
cediada por la respuesta celular, mientras que la respuesta 
humoral sirve cor.io un parA?:etro de diagn6stico. (Lennette, 
1985) . 

Los tipos de pruebas in:.':..lnológicas cocúru:::iente utilizadas para 
el diagnóstico y vigilancia de las micosis provocadas por 
hongos patóge~os se nuestran en el cuadro 12. 

Materiales y M8todos. 

Ar.:.ortiguadores y Reactivos: 

Bu!!e: Sali~~ Fostatos 
Cloruro de sodio Nacl 
HidrógGno de Fosfato di-potásico K HPO 
Dihidr6geno de Fosfato potásico KH PO 
Agua de-ion:=ada 

a.o g 
1.21 g 
0.34 g 

1000.00 tll 

Los ingredientes son suspendidos en el agua y se mezclan 
hasta su total disolución. pH 7.2 

Buffer de Veronal (Barbitone) 

Acido di-et1l barbitúrico {Barbitone) 

~~!~~1Icb~~bi~~;.;ºd~H~:;:¡io (Barbitone de 
(C:¡H5) ,c.co.!:H.C.CONa 
Az1da ae sodio NaN3 
Agua de-ionizada 

J.32 g 
sodio) 

25.52 g 
2.0 g 

2000.0 ml 

El Barbitone se disuelve en 200 el de agua caliente de­
icnizada, el barbital de sodio se disuelve en la solución v 
se adiciona ei agua restante, hasta co~pletar los 2000 ml. Ei 
azida de sodio se adiciona co~o preservativo. 

Solución Negro AI:tido 

Negro de h..~ido (Naftaleno) 
Metanol-ácido acético glacial-agua 

1.0 g 
5/1/4 partes 



Solucion para decolorar 

Metanol 
Acido acético glacial 
Aqua de-ionizada 

500.0 ml 
too.o ml 
400.0 ml 
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Los ingredientes son mezclados y se quardan en un frasco 
color ambAr. 
Cervantes. O.R.A. 1983. 

9.1 PRUEBAS DE INMUNIDAD KOMORAL: 

7'GLOTI!IACION. 

Las reacciones de aglutinaci6n y de precipitación son la base 
de la ~ayor p3rte de las técnicas común~ente empleadas en el 
laboratorio de Inmunolog!a. Mientras que las reacciones de 
precipitación son ~edibles en cantid~d y son fáciles de 
ejecutar, las técnicas de aglutinación son s51o 
semicuanti ta ti vas. La aglutinac i6n de los antígenos nativos 
insolubles 6 de las part1culas recubiertas por el ant !.geno 
puede e.valuarse a si:-.yle vista con 6 sin la ayuda del 
microscopio. Ventajas i~portantes de las ~eacciones de 
aglutinación son su alto grado d~ sensibilidad y enorme 
variedad de substancias identificables a través del uso de 
part1culas que están r-ecubiertas por antígeno 6 por 
anticuerpo. 



CUADRO ~2. PRUEBAS INMUNOLOGICAS 
COMUNMENTE USADAS EN EL DIAGNOSTICO 

DE MICOSIS 

H u M o R "' L CELULAR 
MICOSIS 

DD FC AF ACF PI CIE ID 

ASPERGILOSIS . . (.) i (+) 

1 
,., + 

DLASTOl'HCOSIS ( +) . 
1 

+ 

CAHDIDOSIS . "' "' "' (+) + + 

CROMOP1J COS 1 S (+} 

COCCIDIODOHJCOSIS . + (+} (+) (+) + 

CR'r'PTOCOCOSlS (+) (+) + 

HISTOPLASP10SIS . . <•> + (+) + 

MICFTOt1A <•> 

PARACOCCIDJOMJCOSIS (.) <•> (+) (+) 

FICOHICOSJS (+) (+) 

ESPOROTRICOSIS (+) (+) (+) (+) 

DD = DOBLE DIF'USION: FC = FIJACION DE COHPLEHEHTO; AF : ANTICUERPOS FLUORESCENTES; 
ACF AGLU?IHACJOH DE CELULAS FUHGALESt IP: AGLUTIHACIOH DE PARTJCULA IHERTEr 
CJE : COHTRAIHHUHOELECTROFORESJS; ID : IHTRADERMOREACCIOH. 

QC~ESIELE EH ro:RX.1 CVHE~CJAL 

(+): ACCESIBLE SOLO EH LABORATORIOS DE REFERENCIA O ESPECIALES. 
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Las reacciones de aglutinaci6n pueden clasificarse en 
directas e indirectas (pasivas}. En la técnica directa 
simple, un ant1geno celular 6 de partículas insolubles es 
aglutinado directaoente por el anticuerpo. La aglutinación 
pasiva se refiere a la aglutinación de las células 
recubiertas de antlgeno 6 a las part1culas inertes que son 
portadoras pasivas de ant1genos solubles. Se tienen ejecplos 
de lo anterior en la fijación del látex para descubrir el 
factor reu~atoide y la aglutinación de eritrocitos 
recubiertos de DNA, para la identificación de los anticuerpos 
anti-Dl:A. De nanera alterna, el antígeno puede ser localizado 
recubriendo partículas de látex 6 eritrocitos con anticuerpo 
purificado y practicando la llawada aglutinación revertida. 
Otra categoría de aglutinación involucra la aglutinación 
espontánea de los eritrocitos por ciertos virus (Stites 
et. al,.19S3). 

Técnica de aglutinación en placa. 

Las pruebas de aglutinación en placa (reacción rápida) son 
Lécnicas innunol6gicas e=plead~s en les la~cratorios co=o 
rutina para dar un diagnóstico ~ás adecuado. 

Los anticuerpos especif icos para ant!genos sit.uados sobre la 
superficie de las células, de la indole de hongos,producen 
"aglutinación'' 6 congloneración de células al anadirlos a una 
suspensión de las r..isr.:as (Weiser et al,. 1977). 

Ahora bien, asi cowc los anticuerpos bivalentes pueden fijar 
ant1genos solubles para dar co:::plejos insolubles que 
precipitan, los anticuerpos ta::ibién puede11 establecer enlaces 
c~u:adcs ce~ las p3rticu!as ~~tigé~:cas, ~o~ lo cual éstas se 
aglutinan ó fornan grur:os. Se puede conseguir aglutinación 
r..ezclando con un ant.isuero una suspensión de partlculas 
antigénicas, por eje~plo levaduras. El anticuerpo se cocbina 
rápidarnente con las partlculas pero la aglutinación es un 
fenó::ieno cucho =.ás lento, y la adherencia entre particulas 
sólo se produce cuando dichas partlculas entran en contacto. 

Si se anade a ur.a suspensión de partlculas antigénicas un 
exceso d~ ~f'lt.icul'?rpoc;, ~'?' v~ "l.-· 3.!_ ig·..;,~!_ ":1-- t!:i !_~s 

reacciones de precipi~ación, cada part.icula puede quedar tan 
cubierta de ant.icuerpos que ya no hay agl•.;t.inaci6n. Esta 
fal~a de reacción en caso de concentraciones altas de 
anticuerpos se lla~a fenó=eno de prozona. Otra posible causa 
del fenó~eno de prozona es la presencia de anticuerpos que no 
causan aglutinación, incluso cuando quedan unidos a las 
part1culas. 
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Estos anticuerpos no aglutinantes reciben tac.bién el nombre 
de anticuerpos incompletos. La razón por la cual carecen de 
actividad aglutinante no se esclareció satisfactoriamente: 
tal vez los deten:nnantes antigénicos con los cuales 
reaccionan se encuentren en zonas profundas de 
la capa que cubre la part1cula, tan profundas, de hecho, que 
no pueda existir enlace cruzado. 

Otra posibilidad es que estos anticuerpos s6lo tengan 
movimientos limitados a nivel de su región de bisagra, con lo 
cual resultaria funcionalmente "monovalentes" (Tizard, 1982). 

INMUNODIFOSION. Simple y Doble en aqar. 

La inriunodifusi6n en g.::l se puede defin:!..r corr.o una reacci6n 
de precipitación en un cedio semis6l1do, en que la difusión 
de un ant1geno y de su anticuerpo hoo6logo da como resultado 
la !or~aci6n de 11ne3s 6 bandas de precipitación visibles en 
el lugar en donde se encuentran las concantraciones 6p~i~as 
del ant1geno y del anticuerpo. 

En este tipo de reacciones 
fisi.:.as e .:..:-.::...:.::::-:p.!~:::c.'!s del 
velocidad de difusión para un 
de anticuerpos, dependerá de: 

intervienen las propiedades 
sister..01. As1, t.enc::os que la 
ant1geno, 6 para una población 

a} La concentración de colé:culas; por ejew.plo en la 
incunoóifusi6n doble, cuando las concentraciones de los 
reactantes son equi\•alentes y sus pesos r..oleculares son 
similares, las bandas de precipitación tienen for~a recta y 
se encuentran equidistantes de los pozos. Si no hay 
equivalencia en la con=entración, el siste~a 6 los siste~as 
precipitantes se forr.an cás cerca del pozo con aquel 
reactante cuya con=entración sea oenor; es decir, la 
velocidad de di!usi6n es proporcional a ~a concentración. 

b} La ter:peratura, ya que una ter.:perat.ura elevada acelera la 
difusión. 

e) El tar.;.a;io de las coléculas. Las r.:.oléculas ?:lAs pequeñas 
difunden más rápido que las grandes; es decir, la velocidad 
de difusión es inve=sa~ente proporcional al peso ?:lOlecular. 

d) La !cr:r.:a de las oolé::ulas. Las redondas se oueven cás 
rápido que las de otras for~as. 

e) La viscosidad del ~edio. La velocidad de difusi6n de las 
:oléculas decrece al aumentar la viscosidad del cedio. 
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La difusión del ant1geno puede alterarse adenás por adsorción 
6 reacción con el medio. La estructura del medio influye 
sobre el máximo tamaño de particula que puede difundir a 
través de él. Usando concentraciones bajas de agar, se 
obtienen poros grandes que pen:iten la difusión de moléculas 
de gran tamaño, en tanto que las concentraciones altas 
proporcionan poros pequeftos que restringen el ::i.ovimiento de 
las moléculas grandes. 

La presencia de más de una banda de precipitación en la 
prueba de ir.::unodifusión en gel, significa la e:xistencia de 
varios sisterr.as ant1geno-ant:icuerpo, es decir, una banda 
representa un solo sisteca {Morilla y Bautista, 1986). 

Las técnicas de difusión en gel pueden clasificarse en 
difusiones simple 6 doble. En la difusión simple un 
reactante, general:::.ente en solución liquida, difunde en una 
solución gelificada del reactante co~plementario. 

En la doble difusión, t~nto la solución de antigenc corno la 
de anticuerpo se separan inicialnente por una zona de gel, en 
la que poster1or~ente acb~s ~c~==~~=cs difunden, y 31 ponerse 
en concacto, producir~n una banda de precipitación cuando 
estén en la relación 6ptita. Si la concentraci6n de Ag y Ac 
colocados en los rese:-vorios es la que corresponde a !.a :;:ona 
de equivalencia, la banda de precipitación estará situada 
aproxinadar.,ente en la distancia r.:edia que separa dichos 
reservar ios. Cuando hay exceso de ;..g o de Ac, la banda de 
precipitación tornada estará proxima al reservorio del 
anticuerpo o del antigeno, respectivanente. 

Est.e r:étodo resulta :::i.;y interesante porque pen~i te 
identificar !as bandas de precipit.ac:bn oediante el e;..pleo 
sioult.§neo, en el cisr:io esquer.a de reacción, de antigenos y 
anticuerpos conocidos. Originariaoente Ouchterlony describió, 
de acuerdo a este hecho, tres tipos de reacciones. Las cuales 
fueron deno~inadas cor.o reacciones de identidad, no identidad 
e identidad parcial (figura 8). 

La difusión doble, en placa es un excelente cétodo 
cu~litativo para el estudio de la ho~ogeneidad de antigenos y 
anticuerpos purificados. ReS\.:lta útil ta=.=.!..;.;-, 1"' ... ,.._ la 
bOsqueda de icpurezas, lo cual está limitado por la 
concentración en que las wis=as se encuentren presentes, ya 
que la precipitación se hace visible cuando los reactivos 
exceden valores winirnos. Para obviar este inconveniente, en 
la práctica se e~.plea!1 general=:ente altas concentraciones de 
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Ag y Ac, que si bien no resultan O.tiles para el sistema 
principal, pues deja de estar en las corundiciones óptimas, 
permiten aumentar la concentración de la impureza y asegurar 
su precipitación (Margni, 1977). 

Procedimiento para Inc:unodifusi6n Doble: 

l. Di sol ver 1. 5 g de agar purificado en 50 ml de agua 
destilada, añadir 50 ml de buffer Veronal caliente (56'C) 
con azida de sodio ya incorporada al buffer . 
2. Vaciar en cajas Petri grandes {S.5 cm) 10 ml del medio 
para cada caja, utilizando una mesa 6 tabla nivel. 
J. Dejar solidificar, para lograr que el agar quede firme, se 
puede refrigerar po~ espacio de cinco minutos a 4ºC 
aproximadamente. 
4. Por cada caja, tener tres patrones y hacer los pozos con 
oradador (figura 9). 
S. ~os patrones se marcan con azul de alsacia. 
6. Los orificios hechos ~n el agar se llenan con el ant1geno 
en el centro y los antisuercs alrededor, 6 viceversa. Se 
recomienda anotar en un papel el esquema seguido. 
7. Las cajas se colocan en una cácara húr.eda y se incuba a 
temperatura ambiente 7 d1as para lograr las lineas de 
precipitación. 
8. Después de los 7 di as las placas se retiran de la caja 
Petri, y se dejan recejando en la Soluci6n de Buffer Salina 
Fosfatos por espacio de 24 horas. 
9. A las 24 horas, la soluc.i6~ se ca::-,bia por PBS (Solución 
Salina Fosfatos), limpia o nueva. 
10. A las 24 horas la solución de PBS, se cawbia por agua 
destilada y las placas se dejan aqu1 48 horas. 
11. Por último se colocan las placas en placas de vidrio y se 
colocan en una estufa para secar. Se tiñen con solución de 
Negro de A!llido (figura 10). 

NO'I'A: Se utiliza la solución de Salina Fosfatos, para evitar 
la lectura de falsos positivos (Ce~:a::.~c~, 13S3). 
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FIGURA 9.PATRON DE LA DOBLE DIFUSON EN PLACA 
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ELECTROFORESIS. 

Se conoce como electroforesis al movimiento de particulas 
cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico. cuando una 
mezcla de part1culas 6 ~oléculas que tienen diferente carga 
neta y diferente tamaflo se colocan en un campo eléctrico 
uniforme, las moléculas se mueven con diferentes velocidades 
y como resultado ocurre una separación de estas sustancias. 
La velocidad de migración de una sustancia en un campo 
eléctrico depende de v~rios factores tale~ como carga y 
tamaño de la particula, pH, fuerza i6nica, viscosidad del 
medio y además temperatura e intensidad 
del campo eléctrico. 

CONTRAih'HUNOELECTROFORESIS. 

Está técnica es más sensible rápida y requiere menor 
cantidad de reactivos, en comparación con la 
Inmunoelectroforesis. La desventa)a de esta prueba consiste 
en que solanente se puede usar con antlgenos cargados 
negativamente. 
En esta prueba, ~anta el antlgeno corno el anticuerpo 
simultáneamente son sometidos a la acción de un caopo 
eléctrico en un gel de agar con pH 6.6; en estas condiciones, 
los anticuerpos casi no tienen carga y por consiguiente no 
deberian tener r:iovimiento electroforético; sin embargo, se 
desplazan hacia el polo negativo (cátodo) a causa del 
movimiento electroendos~ótico {figura 11). 

Al mismo tiempo, el ant!geno de carga negativa debido a la 
corriente eléctrica, se dirige hacia el polo positivo 
(ánodo). En esta forma el antigeno y el anticuerpo se 
encuentran y reaccionan femando una linea de 
precipitación (Morilla y Bautista,1986). 

Procedimiento: 

Se col~'=ª una pequeña cantidad de aqar purificado en el 
soporte de plástico para fijar siete portaobjetos ( ) . 
Posteriormente se cubren con 40 ml de agar purificado, se 
dejan solidificar y se refrigeran a 4ºC para obtener una 
adecuada firmeza del agar. 

En cada portaobjetos se hacen perforaciones en el agar de J 
mm de diámetro y con una separación de 5 mm entre cada par 
(figura 12). 



FIGURA 10.PROCED!MIENTO DE DOBLE DIFUSION EN GEL 
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FIGURA 11. FUNDAMENTO CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 
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Las perforaciones se van llenando con los reactivos 
correspondientes utilizando pipetas Pasteur. La placa se 
coloca en una cámara para electroforesis, la cual contiene 
500 ml de la solución Buffer Veronal por cada compartimiento, 
con el suero al ánodo y los antígenos al cátodo. Debe 
evitarse el contacto del gel con el electrolito, se debe 
tener una corriente de 2 ?:A aproxinadaoente 50 t:iinutos. 
Después, las placas son enfriadas a 4ºC por 15 minutos para 
leer las lineas de precipitación, con cuidado se re~ueven las 
placas del soporte de plástico, finall:lente se lavan y se 
tiñen {Cervantes, l~SJ). 

FIJACION DE COMPLEMENTO. 

Si se fcrr.:~n co:-'r:ejcs in::'...l;ies sobre las s'..lperficies de los 
eritrocitos, las ce~branas de los globulos rojos son 
destruidas y hay he~ólisis. Se puede aprovechar esta reacción 
para medir la cifra de anticuerpos en un suero. Entre las 
pruebas de este tipo, la ~As inportante es la prueba 
heoolitica de fijación del co~ple~ento (PFC). La PFC es una 
de las técnicas in::.unol6gicas de c~s a~plia aplicación. Una 
vez preparados y estandarizados los reactivos necesarios, la 
PFC per:ü te identificar nuchas interacciones in?üunes. El 
punto final de la reacción es fácil de leer, a diferencia de 
las pruebas de he~aql~~inación, no se depende de la 
precipitación de los eri Lroci tes¡ por otro lado, es 1.1enos 
probable el !en6::eno de prozona. Ade::.ás, la prueba de 
fijación de co~plewen~o no requiere disponer de suspensior.es 
purificadas de ant1genos, razón por la cual se utiliza 
frecuente~ente para una serie de diagnósticos. El nás grave 
inconveniente de est.a prueba es su cor::plej id ad, sobre todo 
respecto a la estandarización y preparación de los reactivos 
(Figura 13),(Tizard, 1982). 

Es frecuente el e::-.pleo de flucrocro;:-.cs para e.l ;:-.arcade de 
anticuerpos; el colorante ~ás utilizado es probablenente el 
isotiocianato de fluoresce1na (ITCF). El ITCF es un compuesto 
acarillo, que se cc~bina f~cilnente con las in~unoglobulinas 
y no altera su capacidad de reacción. Cuando se expone a luz 
ultravioleta de 290 a 1-45 ~icror:.etros de longitud de onda, 
enite luz verde visible, de aproxi~ada~ente 525 wicrometros. 

Las inrr.unoglobulinas t',arcadas =on !TCF pueden utilizarse en 
diversas técnicas, en~re las cuales destacan las pruebas 
directas e indirectas de anticuerpos fluorescentes. 
Prueba Qjrecta gg Anticuerpos Fluorescentes. 
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Esta prueba permite reconocer la presencia de un antigeno. Es 
posible marcar con ITCF el anticuerpo correspondiente a un 
ant1geno dado, por ejemplo una bacteria, hongo o un virus. Un 
corte de tejido o un frotis que contenga dicho microorganismo 
se incuba en presencia del antisuero marcado, después de lo 
cual se lava para elioinar el anticuerpo que no fue fijado. 

La observación en campo obscuro baJO un oicroscopio provisto 
de luz ultravioleta, muestra una intensa fluorescencia a 
nivel de las particulas antigénicas que fijaron el anticuerpo 
marcado. 

~ Indirecta Q.Q_ anticuerpos Fluorescentes. La prueba 
indirecta de anticuerpos fluorescc~tes percite identificar y 
r.i.edir los anticuerpos en el suero, o los antigenos en los 
tejidos o en los cultivos de células. Cuando se busca un 
anticuerpo el antigeno se utiliza baJO for=.a de un frotis, un 
corte de tejido o un cultivo de .::.é:.'.1~35. El antigeno se 
incuba en presencia de un suero que pueda contener 
anticuerpos contra dicho antigeno, y el jUero se lava luego, 
dejando los anticuerpos unidos con el antigeno. Es posible 
observar estos antic~crp=s ~i~ad~s in=~~3njo el frotis con un 
suero antiglobulina ~arcado ~on ITCF. Luego se quita :a 
antiglobulina por lavado, y se exa::-.ina el frotis¡ la 
fluorescencia indica que habia ~nticuerpos especificas en el 
suero problema. su cantidad se est~blece por estudio de 
diluciones crecientes de si..1ero frente a un nú;r,cro variable de 
preparado antigénico. 

La prueba indirecta de anticuerpos fluoresce~tes tiene varias 
ventajas sob~e la técnica di~ecta. PuEsto que cada molécula 
de anticuerpo unida al ant1gcno puede a su vez fijar varias 
moléculas ~arcadas de antiqlobulina, la flucrescencia resuita 
nucho ~ayer que en la prueba directa. Asisrnisrno, utilizando 
sueros antiglobulina propios de cada variedad de 
inraunoglobulina, es posible sabet: qu clase de anticuerpo 
espec!fico se encuentra presente en el suero (Tizard, 1962). 
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FIGURA 13. 
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO 
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B.2 PROEBAS DE INMONIDAO CELOLAR. 

REACCION COTlUIEA DE HIPERSENSIBILIDAD Tl\RDIA 

La hipersensibilidad tard1a cutánea puede ser IOledida en el 
hoobre o los animales de laboratorio utilizando numerosas 
sustancias antigénicas. En general, las pruebas sirven para 
evaluar dos tipos de respuestas especificas e inespec1ficas. 
En las prioeras se busca conocer la sensibilización previa 
del sujete hacia el ant1geno en cuestión; en las segundas, la 
capacidad del mismo de responder frente a ant1genos 
(conocidos o totalmente nuevos) con una reacción de inmunidad 
celular. 

Este tipo de prueba puede ser de utilidad diagnóstica 
solawente o tener también un valor pronóstico en el caso de 
enfermedades infecciosas, copo por ejemplo: tuberculosis, 
lepra, Chagas, micosis varias, etc. En el caso de 
enfermedades alérgicas, la prueba cutánea es por ahora 
indispensable antes de la adninistraci6n de medicamentos 
sospechosos en individuos alérgicos aun si ser segura en 
todos los casos. 

Otra ut.il idad que se da a este tipo de pru.cb:!.s, es que 
permiten el estudio de las áreas endémicas, aunque su valor 
diagnóstico de infección actual se limita a los siguientes 
casos: l) cuando se co¡.iprueba en lactantes; 2) cuando se 
asiste al viraje de la reacción de negativa a positiva y 3) 
cuando aparece en una persona que no ha habitado 
anteriornente en zona endéoica y que no presenta reacciones 
fuertemente positivas con otros ant1genos fúngicos. 

Entre las ventajas que se tienen es que pueden co"Oprobar 
reacciones cruzadas entre los diversos agentes causales de 
micosis sist.é~ica a causa de la existencia de ant.igenos 
semejantes. Sin embargo, las pruebas son oás intensas con el 
ant1geno hoo6logo: por lo tanto, es aconsejable realizar las 
intraderPoreacciones con todos ellos y considerar positivo 
s6lo a aquel que proporciona la pápula oás extensa. La 
frecuencia de las reacciones cruzadas dis~inuye con el empleo 
de antigcnos diluidos; por ello se aconseja utilizar la 
dilución 6ptioa, que es la n1nioa concentración del reactivo 
que proporciona ún ~le·.·.::::!-;, porcentaje de pruebas cutAneas 
positivas en sujetos que sufrieron la infección y en ani~~lcs 
infectados experi~entalPcnte. 

Por otro lado, los estudios hist6logicos de las pruebas 
cutáneas positivas han denostrado que el infiltrado estA 



constituido por cúmulos de células cononucleares, en especial 
linfocitos, que se agrupan alrededor de los vasos sangu1neos 
y los anexos cutáneos, tanto en la derois como en la 
hipoder-mis; se observa adecás vasodilataci6n y edema. Con la 
paracoccidioidina y, en algunos casos, con la coccidioidina, 
se comprobó eosinof ilia. 

En las formas evolutivas de las micosis sistéc.icas, el 
resultado de las intradernoreacciones tiene gran interés 
pron6stico, pues su negatividad es indice de gravedad y de 
tendencia a la disecinaci6n heoat6gena. 

En la coccidioidornicosis se ha dec.ostrado que el ecpleo de 
diversas diluciones de coccidioidina hace de la reacción 
cutánea una prueba, en cierta forna cuantitativa, que permite 
medir la hipersensiblidad, la cual guarda un estrecho 
paralelisc.o con la capacidad del sujeto para resistir la 
infección {Margni, 1977). 

Procedimiento para Pruebas Cutá~eas (!ntraden:ioreacci6n}: 

l. Los antígenos a utili:ar se aconseja liofilizarlos y 
guardarlos a 4~c y reconstituirlos poco antes de su uso. 
2. Para la adcinistración intradórcica, usar jeringa de 
insulina con 0.2 ol del ant1geno. 
J. Medir previacente el grosor de la piel a inocular con la 
ayuda del Vernier. 
4. Aplicar el antlgeno subcutáneamente 
S. Las intraderrnoreacciones son leidas a las 24, 48 y 72 
horas y su resultado se expresa en cillcetros del a.rea de 
induración. 

Actualmente se aconseja real i :ar una pr icera lectura entre 
las 2 y 6 horas, para excluir cualquier posibilidad de un 
resultado falso-positivo; igualcente, hay casos raros en que 
estas pruebas se tornan positivas 4 o 5 dlas después de su 
realización. 

Estas reacciones de hipersensibilidad retardada se hacen 
presentes entre los 15 y los 40 dias siguientes a la 
infección, se cantienen positivas cuches años, habitualmente 
toda la vida, pero con frecuencia declinan después de los 60 
af\os. La reacción cutánea positiva indica, por lo tanto, 
infección actual o pasada (Margni, 1977). 



8.J RESULTADOS 

De las técnicas antes cencionadas, se probaron las 
siguientes: Inrnunodifusi6n Doble, Aglutinación de células 
Fungales y Contrainrounoelectroforesis. 

Iru::i.unodifusi6n Doble.- los ant1genos utilizados fueron A.,_ 
furnigatus, ~ albicans ~ fL :l... h._ alb1ca!1s ™- A.. y los 
antisueros correspondientes, obtenidos ambos en el 
laboratorio de Micolog1a de la Facultad de Estudios 
superiores Cuautitlán. Campo I. U.N.A.M. De acuerdo al 
resultado de las placas, se logro observar que estos 
ant1genos y antisueros funcionan adecuadamente. 

Aglutinación de células funga les. - la real izadi6n de esta 
prueba requirió de: 1) suero hiperinrnune contra ~ albicans. 
2) suspensión de levaduras de ~ albicans y 3) suero 
negati·.·c. !...3 ~glutina.::i6n se llevó a cabo en portaobjetos 
limpios al poner en contacto el suero hiperinoune J' l3 
suspensión de levaduras. El utilizar un suero negativo nos 
sirvió cono control nega-:ivo con el objeto de verificar la 
diferencia entre una placa que presenta aglutinación y una 
placa que no la presenta. 

Contrainr.i.unoelectroforesis.- para esta prueba se utilizaron 
antlgenos de A.spergillus fur.:igatt;s (sowático y r.:ietab6lico}, 
~ albicans y los antisueros correspondientes. Se realizaron 
63 patrones distintos, obtenidos de las diferentes 
combinaciones que !ogra~os ~ace~ con estos antlgenos y 
ant.isueros. 

Las pruebas anteriores son las que los alumnos d~ la materia 
llevarán a cabo en esta práctica, incluyendo la prueba de 
intraderrnoreacci6n. 
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