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INTRODUCCION



La Micologia Médica es un campo fascinante dentro del estudio
de la Biologia, no okstante que los henges fueron observades
y descritos antes gue otro tipo de microorganismos, tales
come bacterias y virus estos han atraido mas la atencidn de
los investigadores. La Micologfa progreso adecuadamente en
el siglo XIX durante la era de Pasteur-foch, pero con el
tienpe cayo en un periodeo de retrasc. Fué entonces que ¢on la
publicacién de las " Las 1iffias " por Sabouraud en 1910, el
interés por la Micologia resurgié. 5in embargo, el réapido
desarrollo de la virologia e inmunologia contribuyo al

decremento de la actividad en Micologia Medica.

Durante la Sequnda Guerra Mundial, con el incremento de
movilizacién de individuos, las infecciones causadas por
organismos mnicbticos empezaron A& ser reconocidas nés
frecuentemente Yy mas personas fueron atraidas hacia el
estudico de la Micologia Médica, existiendo una répida
expansidén de laboratorios de Micolegia alvededor del nundo,
dando como resultado el enpleo de personal con poco 6§ nada de
instruccidén en esta &rea.

Los procedimientos del lakoratorio clinico en Micologia
Diagnbstica son utilizados para la demostracidbn y aislamiente
de hongos patégenss presentes tanto en tejidos como en
fluidos corporales. El diagnéstico de laboratorio, sin
enbarge, no puede funcionar sin el adecuado especimen
biolégico, de alll que sean necesario utilizar sistemas
adecuados de recepcién, manejo y colecciédn de los nmismos.

En general é&stos, son simples ¥y no requieren de eguipo
sofisticado (Campbell and Stewart,1980).

PROPOSITO DEL MANUAL

Al realizar este manual se pretende, dar a conocer al Q.F.B.,
cuales son 1l¢s muestras clinicas de donde se esperaria aislar
un agente micdtico involucrado en alguna enfermedad, la forma
de tomar una muestra, qué procedimiento efectuar con ella y

como lograr la identificacion del agente micdtico patdgenc
presente.
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OBJETIVOS GENERALES:

1.- CONOCER LA DIFERENCIA ENTRE
LOS DISTINTOS GRUPOS DE
HONGOS, SUTAXONOMIAY LA
CLASIFICACION DE LAS
ENFERMEDADES CAUSADAS POR
ELLOS (MICOSIS).

2.~ CONOCER EL TIPO DE MUESTRA,
LOS METODQGS Y LAS TECNICAS
UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO
MICOLOGICO.



PRACTICA 1

INTRODUCCION
A LA
MICOLOGIA

OBJETIVO:

EL ALUMNO CONOCERA LAS
ESTRUCTURAS MICOTICAS MAS
COMUNES APOYADO POR
TECNICAS SIMPLES DEL
LABORATORIO.



1. Introduccidn.

Los hongos son un grupe de organismos, eucarioctes gque poseen
nicleos orgahizados, cuya o©nembrana nuclear estd bien
definida. Al igqgual gue otros eucariotes, los hongos poseen
mitocondrias y sistema endomecbranosc (reticulo endopléasnico
y aparato de Golgi) (Alexopoulos,l1576}. La mexbrana celular
basal est& bien organizada y contiene gran cantidad de
esteroles, propiedad gque los hace diferentes a otros
nicororganismos, de aguf el mecanismo de accién de algunos
fungistaticos como los polienos e imidazoles, que bloguean la
formacién de éstos y por lo tante dejan una menbrana
defectucsa (Bonifaz, 15%0). Se conoce, por analisis fisicoe-
guimices de !a pared celular libre de citop.asma, gque ésta
contiene de un B8 a 60% de polisacérides y el reste son
proteinas y lipidos. B&sicarmente estd constituida pocr guitina
(polimercs de N-acetil gluccsamina), celulosa, aglucanas
mananag, compuestos gue le dan rigidez y son de izopertanc

en la taxornezfa y propiedades an L
bacterias ectin formadas por derivados N-acetil
acetil neuraminico, los vegetales por celulcsa y der
los insectos y crusticecs por guitina (Bonifaz, 15%0

U b

{Wekster

3

-
ar
I

Los hongos se manifiestan de nuchas maneras. Sus propiedades
biolégicas se extienden hacia todos los carnpos. Los hay
altamente infeccicsos o venencsos, tanto para el hornbre como
para los ar ales; otres por el contrario, constituyen la
base de una gran cantidad de procesos industriales de
fermentacidn, tales con la elaboracién del pan, vine,
cervera Yy la preparacifn de algunos guesos; estos tienen gran
igpértancia en la produccién comercial de Scidos orgénicos y
de algunas preparaciones vitaminicas ¥y son responsables de la
elaboracién cde sustancias antinicrobianas o antifingicas. Un
cuarte grupo, en cambie, e caracteriza por dafar la materia
orgénica ({alimentos, tejlidos, cueroc y otres articulos). Por
Gltimo unos pocos se enplean cono alimento (Garcia vy
Cérdoba, 1989} .




1.1 CLASIPICACION

La clasificacién taxondnica actual del reino Fungi de acuerdo
a las reglas jnternacionales es la siguiente:

CUADRO 1. CLASIFICACION ACTUAL DEL REINO FUNGI

REINO FAMILIA CILASES
I. Mastigomycota Chrytridiomycetas

Hyphoeokytridiomycetas
Oonycates

I1. 2ygomycota Zygomycetas
Trichomycetes

ITI. Ascomycota Heniasconycates
Loculoasconycates
Plectomycates
Laboulbeniomycetas
Pyrepopycetes
Discoxycetes

’ Iv. Basidiomycots Talienycetes
FUNGI Hymenomycstes
Gasterozycetes

¥. Dauteromycota Blastczycetes
Hypbenycetes
Coelonycetes

VI. Kycophycophyta Liqueanes:
Asconycetes mscciades con
algas.
Basidiomycetes asociados
con algsas.
Deuteromycetes asociados
con algas.

{Chandler et ali,1980), (Webster,1980).



CUADhO 2. CARACTERISTICAS DE LAS FAMILIAS DE HONGOS PATOGENOS

I. Mastigomycora Hongos c¢on nicelios no septado. La
reproduccién asexual por medio de
esporangios. Esporas sexuales como
zoosporas.

IY. Zvagopmyvcota Hongos con nicelieo septado esparcido.
Reproduccién asexual por medio de es-
porangics. Esporas sexuales como zigos-
poras. (Homotalices o heterotalicos).

III. OMYECO Unicelulares o filamentosos, con
micelio septade. Reproduccién por
medio de una variedad de conidioforos
Reproduccién sexual por medio de ascos-
poras dentro del asca.

iv. Basjdionycota Unicelulares o filamentesos, con
nicelio septado, con conexiones de
clamp. Reproduccidn asexual por

conidias. Repreoduccién sewxual por medio
de basidiosporas tipicas.

v. ut ota Unicelulares o filamentosos con micello
septado. Reproduccién asexual wusada
cono base para su clasificacién e
identificacidén; productores de conidia.
Reproduccidn sexual usualmente ausente,
pero cuando es encontrada, es tipica de
Asconycetes o Basidionycetes.

(Chandler et al.,1930},{wWebster,1980}.
1.2 ESTRUCTURA DE LOS HONGOS

Cuando se cultivan en nedios adecuados, nuchos hongos
producen filamentos largos y ranificantes. Cada filamento se
denonmina hifa, Llas hifas pueden dividirse por su origen en
dos:

a) Hifas verdaderas. Son propias de los hongos nohos o
filamentosos y se ferman a partir de la germinacién de una
conidia o espora.



b) Pseudohifas, Son propias de los hongos levadurifcrmes y se
forman a partir de gemacicnes (blastosparas); é&stas no se
desprenden de la célula madre y posteriormente sufren
elongaciones, hasta dar origen a una estructura sinilar a la
hifa verdadera, regularzente se forman cuandes el medio
nutricional es pobre o tenso, pcr ejemplo al parasitar.,

A medida gue las hifas contintan creciciendo v ramificéndose,
se produce un crecimiento enmarafiado dencrminagdo micelio.

Por su funcidn el micelio se divide en dos:

a) Micelio reproductive o aéreo, es el gue se encarga de
sopertar las estructuras y formas de reproduccién y se forma
por arriba de la superficiae del substrato enpleade en el
crecimiento del hongo.

r} Micelio vegetativo ¢ de nutricién, se encarga de la
absorcién y transformacidn de lcs nutrientes, penetrando al
interior del substrato (Jawetz 1587 y Benifaz, 1550}.

Por su forma el zicelio ge clasifica en:

~-Filarentesc: propio de los hongos mohos o filamentssos,

- Unicelular: propio de las levaduraes
Por el didmetro de la hifa se divide en:

- Micelio rmacrosifcnado, es aquél gque tiene un didmetro mayor
a una micra, lo presentan 1la mayer parte de hongos
filazentesos.

- Micelio rnicrosifonado, es agquél que tiene un didmetro menor
a una rmicra y es caracteristico de lcs actinomicetos.
De acuerdo a la ausancia ¢ presencia de pigmento:

- Micelio hialino, es aguél gue carece de pignento.

- Micelio pigmentadc, es aguél gue posee pigrento, sokre todo
del tipo meldnico y estos lo presentan los honges dexzatidceos
o fuliginoses. OCroes hongds pueden presentar pigmentos
carctercides {Bonifaz, 13%0;.



1.3 HONGOS DIMORFICOS

El diporfismo es la capacidad de algunas especies de hongos
de desarrollarse en dos formas, segin las condiciones
ambientales: como filamento <cuando se incuban a una
temperatura de 25 a 30°C y como levadura, cuande se incuban
de 35 a 17°C. Ko se ha establecido claramente si existe o no
una relacién causal entre dimorfiszo y patogenicidad, sin
embargo, los siguientes hongos dimérfices son todos de
evidente patogenicidad para el honbre:

candida spp.

FParacoccdicides dernpatitidis
Paracoc icides brasilensis
Histoplasma capsulatun
Coccidioides immitis
Sporothrix schenkii

Debido gque actualpente se recerienda gque los cultives
fingicecs primarios sean incubados sélo de 25 a 30°C, la forza
gue prizero se aisla en el laboratoric es la de filamento. En
los hengos dimérficos, es la forma de levadura la gue provoca
enfercedad en el hoxbre. S6lo en raras ocasiones se encuentra
ia forma de [ilamento en los tejidecs huranes. Es posible un
diagnéstice presuntive inmediate de enfermedad causada por un
hongo patégeno dimérfice observando levaduras en el examen
directo del =zaterial infectado. la forma de filamento, en
canbio, es la gue infecta al hozsbre ¥y la enfermedad suele
contraerse por inhalacidén de espeoros aerostranspertadoes
(Koneman et al., 1983).

1.4 REPRODUCCION

Se entiende por reproduccién  la formacidn de nuevos
individuos que tienen todas las caracteristicas tipicas de la
especie. Se conocen dos tipos generales de reproduccién:
asexual y sexual. La reproduccién asexual, a veces llarada
somitica © vegetativa, no incluye la unién de ntcleos,
células sewuales u 6rganos sexuales. La reproduccién sexual,
en cambio, estd caracterizada por la unién de dos nicleos.

En la formacién de los é&érganos reproductores, Yya sean
sexuales o asexuales, todo el talo puede convertirse en una o
nds estructuras reproductoras de tal wmodo gque la fase
somitica y la fase repreoductora nunca se pueden presentar
juntas en el mismo individuo.



1) Reproduccién asexual

Tipicamente los hongos se reproducen tanto sexual como
asexualmente. En general, la reproduccibn asexual es mis
importante para la propagacidn de la especie, ya que corigina
la produccién de numerosos individuos, particularmente porgue
el ciclo asexual por lo comin se repite varias veces al afio,
en tanto gue el estado sexual de muchos hongos se presenta
anualmente. La forma mads comin de reproduccibdn asexual que
presentan los hongos es por redio de espcras. Las esporas
varian de color desde hialinas (incoeloras) a verdes,
amarillas, anaranjadas, rojas, castafias y hasta npegras; en
tamafio, de pequeflas a grandes; en forma desde glcbosas hasta
ovales, oblecngas, aciculares hasta helicoidales; en numero de
células, desde una a muchas; en la disposicién de las
células; y en el modo como nacen las esporas. Figura t.

Esta 1nfinita variedad de esporas hace el estudio de 1los
hongos particularmente interesante. En tante gue algunos
hongos producen solamente un tipo de esporas, otros dan hasta
cuatro tipeos. Las esporas asexualzente formadas pueden estar
contenidas en esporangios Y entonces se llaman
esporangiosporas, o se produsen diversos rodos en las
extrenidades o a los lados de las hifas, vy entonces s5¢
dencminan conidias. Cuando no se conoce ninguna etapa sexual,
la clasificacién estd basada en el desarrollo morfolégico de
conidias, dandose norbres especializades a cada forma de
desarrollo de 1los wmisros. Cuande mAas de una clase de
conidias es producida dentro de una colonia determinada, las
peguefias conidias unicelulares son llamadas microconidias, y
los grandes, a menuds ccnidias multicelulares, son
dencominados macroconidias.

Las siguientes esporas representan 3 de los tipes m5s comunes
de conidias:

a. Blastosporas (blastcconidia): una simple estructura se
desarrclla por gemacién, con la separacién subsiguiente de la

yema de la célula progenitora {por ejemplo, en las
levaduras).

b. Cilamidospsras /Clamidoconidia): células terminadas o
intercaladas en una hifs crecen y desarrollan paredes

gruesas. Estas estructuras son resistentes a condiciones
ambientales desfavorables y germinan cuando las condiciones
se vuelven mads favorables para el desarrollo vegetativo.



o. Artrosporas (Arthroconidia)! las estructuras resultan de
una hifa gue se fragmenta en células individuales
{Alexapoulos 1976 y Jawetz, 1887).

2} Reproduccién Sexual.

Este tipo de reproduccelidn se lleva 2 caba por tres procesos:
plasmogamia, fusién nuclear o cariogamia y naiosis. Para
tener un verdadero ciclo sexual estos tres procesocs se
prasentan en una secuencia regular y generalmente en estadios
determinados.

Yos hongos para su reproduccidn sexual pueden ser
Heterotilicos, es decir gqgue en una nisma especie, los sexos
(+ y =) se presentan en {alos separados, de nodo gue se
reguiere de dos talos diferentes. Los Horotalicos se refieren
2 los hongoes cuya repreoduccién perfecta necesita de un sole
talo (Bonifa:, 1%80;}.

i.as esporas sexuales (Figura 1a) que se presentan son las
siguientes:

a. Zigosperas: En ciertos zigomicetos, se fusicnan las puntas
de las hifas cercanas, ocurre la meiosis y se desarrellan
zigosporas grandes, de pared gruesa.

b. Ascosporas: Se forman, por lo genarzl, 4-8 esperas dentro
de una célula especializada llamada asca, en la cual se ha
llevade a cabo la neiosis.

c. Basidiosporas: Después de la meiosis, por 1o general, se
farman 4 esporas sobre la superficie de una célula
especialicada llamada basidia (Jawetz,1987).

1.5 CLASIPICACION DE LAS MICOSIS

En el carpo de la Micolegta Madica se hiré necesario el
clasificar las enfermedades producidas por 1los hongos
(miceosis) en el homdre, para explicar 1la sintomatologfa ¥
epidernioclogia producidas por elles.

Actualmente la clasificacién més aceptada de las micosis, es
la realizada por el Dr. Gonzdlez Ochoa (Manual de Micologia
Médica, IPN,15975) la cual se basa en dos puntos
prL“CIDalmentEA

1) Lugar por el gque penetran los hongos y,
2) Punto de vista de un zfdico dermatélogo.



Asimismo enuncia las prenmisas de la Micologla Médica siendo:
a) existe una reduccidén de formas al estado parasitario, b)
complicaciéh en las fcorzmas 2l estads saprefitico, las cuales
tienen estrecha relacién con los hongos dimérficos v, c)
existencia de una pluralidad etioclégica, es decir, que una
misma micosis puede ser causada por diferentes géneros de
hongos.

A, Micosis Exclusivamente Tegumentarias.

Estas nicosis scn producidas por hongos gue se desarrollan
s&lc en estructuras superficiales de la piel Yy areas
gueratinizadas, por ejemplo: pelos, piei, uflas.

B, Micosis Inicialmente Tegumentarias.
Estas nmicosis scon ccasicnadas por hengos gue penetran por el
tegumento y luego se van a localizar a tejidos profundos.

C. Micosis Securdariamgnte Tegusmentarias,

En estas nmicesis los hcngos penetran por otra via gque no sea
la piel. Producen lesiones internas irportantes y finalzmente
van a ccasionar lesiones en la plel © nucosas externas.

D. Micosis oportunistas raras.

Los hongos casuantes de Micosis Secundariacente

Tegumentarias, scn virtualzente siespre patdgencs y capaces

de producir en potencia una enfernmedad grave o gue ponga en

peligre la vida 4 paciente. Loa agentes =nicftliccs comp
T

1
&ASpergii.us furygarus, niexbres de 10s géneros Zygorycetes,
¥ Candida, antiguanen con erades en el laboratorio comc
contaminantes de escasa  importancia clinica, scn  ahora
coneccides conc causantes de enferredad diseninada y atn fatal
en el huésped sozetide a innunosupresifn. Otros horngos
=blentales como Scopuiaricepsis, FPusarjum y Qladosperiunm

anteriorzente no reccrnocidces £ond causales de enfermedad, son
consideradcs ahcra lcs gentes iclégicos de casos
ocasionales de endocardi s micdtica y otras
infeccicnes localiradas, kles de enfermedades
brencepulmeonares  alér estas especies
producen tasnkién aflat vocar trasitornos

v
gastrointestinales o l&8gicas al ser

ingeridas pcr honbres

De le anterior pcdezos observar la necesidad de un
diagnéstico adecuado de las nicosis, el cual puede tener sus
origenes en tres areas principales:
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a) En un consultorio clinice.
b) En un laboratorio de Anatomia y Patologfa, y/o

c) En el laboratorio de Micologia Mé&dica, siendo este tltimo
el 4mbito en el cual se puede efectuar el diagnSstico real
del agente cticlégico de la enfermedad fungal. Los dates
iniciales gus lleven a detectar una enfermedad micdtica en un
paciente dependen del reconocimiento de signos y/o sintonas
especificos y de 1la informaci&n obtenida en la historia
clinica.

Un diagnéstico presuntive, puede resultar con la obssrvacisn
nicroscépica directa del material infectade, el diagndstico
definitivo se llevard a cabo, cuando se realice el
aislaniento e identificacién del agente causal de la nicosis
{Koneman et al., 1883}.
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Figura 1. Reproguccion Asexual. Esporas tipicas.

@)

~. Q ;
SU e oi oS
- ht

CLAKYDOS AOR LS
WIERCALALLS

COMIDIA  GEEmIMATIYG



12

Esporas tipicas.

Reproduccicn Sexual.

Figura 1la.
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PRACTICA 2

COLECCION DE MUESTRAS
PARA LA DEMOSTRACION
Y AISLAMIENTC DE LOS
HONGOS PATOGENOS.

OBJETIVO:

EL ALUMNO SE ADIESTRARA ENEL
MANEJO DE MUESTRAS CLINICAS,
PARA SU ESTUDIO DESDE EL PUNTO
DE VISTA DEL LABORATCORIO DE
MICOLOGIA MEDICA.
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2. Introduccién,

Los procedimientos de diagnéstico en Micelogia Médica estén
encaminados directamente a la demostracién y aislaasiente de
hongos patbgenos presentes en los tejidos y liquidos
corporales.

El diagnéstico de laboratorio, por lo tanto, no puede
realizarse correctamente si las nuestras clinicas remitidas
al mismo no son las recorendables & fueron obtenidas sin
tomar las medidas adecuadas. Para el diagnéstico de rnicosis,
deben remitirse al laboratorio diversas nuestras, segin el
tipo de infaccibdn y la regién afectada.

2.1 Obtencién y Tratamiento de las muestras.
a) Escaras de piel.

Al cbtener wmuestras de fuentes <¢uténeas, se recomienda pasar
pcer el Area elegida un algodédn ceon alcohol al 70%, a fin de
elininar contaminantes bacterianos. Fosterjiormente la lesibn
se descama con un isturf. S§i la lesién se encuentra
inflamada & con fisuras, la limpieza debe efectuarse con una
gasa exmpapada en agua estéril y no con alcohol.

En el caso de Pitirariasis versicslesr la descamacién es tan
fina gue la wmuestra debgs obdbtenarse pediante el raspade de la
piel por un pertaokbjetos y recibiéndolo en ctro portacbjetos
limpio (Keoneman et al.,lgsﬁ)

b} Raspade de ufas.

i} Uhas de las manes. Se limpia la ufa con una esponja con
alcchol y se pone la yema del dedo infectado sobre una margen
de un portacbjetos lirpio o dentro de la superficie de una
caja de petri limpla, se procede a raspar la ufia <on una
navaja limpia yendo de la parte proxima a2 la distal, hasta
obtener la cantidad de mnaterial adecuado para cultivos v
estudio microscépico. 51 mas de una ufia debe ser raspada, use
una navaja cde bisturi lirmpia para cada una.

i1} Uhas de los ples. Limpiar la ufia de la misma fornm

indicada en el incisc i. La perscna Gue tome la muestra debe
sentarse en una silla enfrente del paciente, gquien debe
accnzdar ol +*214n del pile sobre la rodilla de la persona gue
le va a tormar la wuestra. Esto perm1te una pusicifn cimoda v
\eﬁ'aj*sa para raspar la uha. E]l procedimiento de raspado es
el miswo que para el de las ufas de las manos {(Manual de
Micologia. I.P.N. 1973).
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fas muestras de ufias infectadas ds=ben recogerse por debajoc de
éstas para obtener material blando de la base. Si esto no es
posible, se debe raspar la superficie de 1la ufia con un
bistur{ a fin de obtener un material de partes r&s profundas.
donde es mASs probable hallar organismos infectives {Koneman
et al.,1983).

Para este tipo de muestras (escanmas de piel y wufas), se
recenienda lo siguiente:

- Examen directo con solucién de Hidréxide de potasie (KOH)
al 10 %.

- Cultiva.

a) Agar Dextrosa Sabouraud.

p) Medio Selectivo con an:xbxétxcos Y czclohexamida. fPej.
Agar Micobiotico. . L
- Se efectta un Microcultive segdn  Ridell . para  la
identificacio6n del género y la especie correspondiente.

- En las lesiones sospechosas de infeccién por gandida
albicans se deberd realizar un frotis y se proceder& a tefiir
por tincidn de Gram, el resto de la muestra se inocula en una
placa de Agar Dextrosza Sabouraud.

c) Pelo.

Inicialmente debe examinarse la piel cabelluda del paciente y
cualquier cablello gue esté quebrade debe ser depilado con
pinzas. Los cakellos estin flojos en el foliculo y pueden ser
fécilmente removidos.

Cuando el paciente es un nific que no puede resistir la
depilacién de los cabelles con pinzas, se pone un pedazo de
cinta adhesiva sobre la lesién y después se guita guedando
los cabellos parasitados adheridos. En el caso de Piedra

Negra y Piedra Blanca en 1las gue los cabellos no estén
afgctzdes en =u rai:z., el cDaterial se ob+tiene cortando con
tijeras alguncs cabellos parasitados.

Puede realizarse un exasen directo del pele, en el suieto,
enpleando la liampara de Wwood. Los pelos infectados por
Microsperun  generalmente flucrescen de un  color verde
amarillentoc. Debe toitarse en cuahta gue el diagn&stico de las
tifias empleando este procedimiento no es ruy confiable, vya
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que s6lo un ndgpero linitade de dermatofitos producen el
material gue da dicha fluorescencia cuando es expuesto a la
luz ultravioleta. El use de la lampara de Wood es un nétodo
de escrutinio para la blsqueda de portadores asintom&ticos.

~ El exanen en fresco de los pelos se realiza utilizande la
técnica del KOH, donde se puede diferenciar la forema endotrix
y la ectotrix de parasitiszc, en la primera se pueden
observar abundantes esporas redondas dentro del pelo y en la
segqunda fuera de é&ste, rodeindolo, a wmanera de funda, se debe
reportar este tipec de parasitisno ya gque esto  tiene
significado epidemiolsgico.

- Otra parte de la muestra se inocula en Agar Micobiotico y
Agar Dextrcsa Sabouraud por medio de la té&chica de puntos
aislades.

d) Pus y Exudadcs.

Se sugiere gque este tipo de rnuestras sean remitidas en
recipientes cstériles para efectuar la incculacién de medies
da cultivo.

El ewxarcen de estas Duestras se realira en forma  directa §
bien se pueden agregar 1 & 2 gotas de KOH al 10% para
aclarar la preparaciédn. Puede oObservarse, dependiendo del
tipo d&e  micosis: tubecs gerzinatives, células grandes
conteniendo endoesporas ¢ bien zranuloes.

Los frotis de pus se deben tefiir por tincién de Gram para
ra ces

dexmostrar fragmentcs de hifas, pseudomicelios, los cuales
tienen afinidad por el zclorante bésico. Los granulos pueden
r el wmétodo de Acido resistentes modificado

ser <tratados p
para Actinozmice

e) Liguido cefalcrragufdec (LCR).

El liguido obteni
centrifugado a 200
sedizentc se obsarv
céiulas ovaladas
tife para dexnostr
infeccién por Cryp
de la tinta chira

de n  tubas & jeringas estériles es
0- ., durante 15 =inutos, y el
opio, dende pueden aparecer
tra parte de: sedizehis 38
psula, cuandioc se sospecha de
]

utilizando la técnica

b
[

(t
0 0

o
Y
w

£l sedizmento pusde s
per el =étodo de acido
por Actincaycetos.

nétodo de Gram y también
ntes, en el caso de infecciones
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f) Esputo.

Los frotis de esputo, son tratados de manera similar a los de
pus y exudados. la tincién de Gram es Gtil para demostrar
hifas de Actinomycetos, células levaduriformes de Capdida
albicans, y artrosporas, la tincién de dcido resistentes, nos
ayuda a identificar el género Nocardja; si se sospecha de
infecciébn por Cryptocogcus, puede utilizarse el método de la
tinta china. La obkservacién con KOH 13% es fundamental en el
caso de aspergillosis o candidosis pulmonares.

g) Médula Osea y Sangre.

Los frotis realizados con este tipo de material, son tefiidos
con los celorantes de Giemsa y Wright para detectar los casos
agudons de Histoplasmosis. Las nuestras provenientes de
jeringas, son inoculadas directamente en medios de cultivo.

h} Material de Biopsia y Necropsia.

El material obtenido por biepsia 6 durante la necropsia,
puede ser fijado en formalina amortiguada al 10% para ser
procesado por técnicas de Histopatologia para la observacién
del agente y de Jos camblos microscdpicos generados en los
tejidos del paciente; o bien puede ser colectado en
recipientes estériles para proceder al aislamiemnto del
agente por medioc de siembra en medio de cultivo.

Las muestras de los incisos d),e),f),q),h), al ser recibidas
en el laboratorio, se deben sembrar en los nedios de cultivoes
recomendados, tales como: Agar Dextrosa Sabouraud, Agar
Micebicotico y Agar de Infusién-Cerebro-Corazén ({Ajello et
al., 1975).

2.2 Identificacidén presuntiva de hongos basada en el axamen
microscépico directo de las muestras clinicas (Cuadro 3},



CUADRO J.IDENTIFICACION PRESUNTIUAR DE HONGOS BASADA EN EL
EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO DE LAS MUESTRAS CLINICAS
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PRACTICA 3
METODOS Y TECNICAS
UTILIZADAS PARA EL
TRATAMIENTO DE
MUESTRAS REMITIDAS AL
LABORATORIO DE
MICOLOGIA MEDICA.

OBJETIVO :

EL ALUMNC CONOCERA LOS
METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS
EN EL DIACNOSTICO MICOLOGICO.
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3. Introduccién.

Para lograr un adecuade manejo de las mnuestras en un
laboratorio, el A4rea de trabajo debe desinfectarse para
evitar contaminacidédn en las siembras a realizar.

El procesanmiento de las muestras incluye generalmente tres
pasos principales y algunos metodos complementarios:

3.1 Deteccidn. Examen del material ¢linico utilizando
substancias aclarantes este puede ser efactuado:

- KOH al 10%

- NaOH al 10%

- Aclarante de Amnman

- Lactofenol

- Examen directo al nmicroscopic. KOH al 10%.

La digestidén de KOH por otros elexentos celulares es més
r&pida gque en los hongos, de este modo el aclaramiento del
especimen & elemento fungal es mas visible (Campbell v
Stewart, 1980).

Reactivos:

Hidrdxido de Fotasio (KOH) 10 g
Agua destilada cbp 100 ml
Procedinmiento:

- Adiclionar hidréxido de potasio al agua destilada lentarmente
y con agitacidn.

- Mezclar y agitar hasta la completa disolucién de los
cristales (Laskin y Lechevalier,1563).

Dentro 4de los procedimientos de laborataerio para establecer
un diagnéstico presuntive de las mnicosis, el nétodo mas
sencillo consiste en realizar un examen directo de la muestra
sobre un portaobjetos utilizando una solucidn aclaradera de
hidréxide de potasio al 10%. Si a 3 observacibén
microscépica, e1 resulrtado es negativo, no se debe docrartar
la posibilidad de que exista una infeccién

micética (Garcia y Cérdoba, 1988},

Este nétodo es rapido y confiable para el diagnéstico de las
Tifias, cuando se exaninan npuestras de pelo § raspadoes
cuténeos.
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En el examen mnicroscépico del material biolégico, pueden
identificarse los filamentos de los dermatofitos que pueden
ser larges COTIOS rapificados fracrengados v de un
diadmetro regular de tres micras, es importante el saber
diferenciarlios de filamentos de hongos contaninantes 6 de
artefactos diversos (Garcia y Cérdoba,1338).

El raterial debe exaxminarse primerc cen el obietivo seco
débil (10X} para enfoczar la =zuestra y el posibkble agente
micdtico, posteriormente se rea a la cbse*vac16n con el
cbjetivo seco fuerte (40X] para verific ¢l resultado de la
presencia de estructuras fungales en la iestra (Faigura 2j.
Con frecuencia se pueden encontrar mDis oras gue hifas, las
cuales se pueden lccalizar en forma ectotrix o endetrix
{Carcfla y C&rdocba, 1585;.

Precauciones:

- Debe tenerse culdadc en noe colesar una cantidad excesiva de
muestra (peio, escamas ¢ exudados) sobre el portaobjetos, ya
que esto puede icpedir la observacién de los elementos
fungales.

- Existen algunas rpuestras gue en ocasiones no permiten la
observacidn clara d21 elemente fungal, por lo que se
recomienda gue el material perrmanezca en el XOH durante toda
la noche, colocando las preparaciones en una cé&cara hameda

icerina en igual proporcidén (1:1),
iones gue uren un pocc pés de
88

elex pusde verse claramente.
elexm no se ve
an §0).
NaC= a. 10%. Principio, técnica e interpretacién
NCH al 10%.
- Aclarante de Axmran
Hidrate de cleoral 2 partes
Yenol 1 parte

rcoido lactice 1 parte
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- Lactofenol

Fenol 20 gms.
Acido léctico 20 ml
Glicerina 40 ml
Agua destilada 20 ml

Disolver en los 20 ml de agua el fencl en bafo Marfa, agregar
el &cido l&ctico y la glicerina.



FIG. 2. PROCEDIMIENTG EXAMEN DIRECTO AL MICROSCOPIO
CON KOH AL 18z,

1. FRENTE AL MECHERO ¥ SOBRE
UN PORTAOBJETOS, SE DEPOSIT#H
UNA PEQUENA CANTIDAD DE PELOS
¥70 ESCAMAS, RASPADARS DE LR -
PERIFERIf DE LA LESION.

2. SE AGREGAN 2 O 3 GOTARS DE
UNA SOLUCION DEHKIDROXIDO DE
POTASIO (KOHY AL 182 ¥ SE CO
LOCA UN CUBREGBJETOS. -

3. SE DEJA ER REPOS0 LR PRE-
RAZCION POR 18 0O 15 MINUTOS.

4. OBSERUAR AL MICROSCOPIO CON
FL OBJETIUO SECO FUERTE (48X)
FARA LA IDEMTIFYICACION DE ES-
TRUCTURAS,
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3.2 Aislamiento. . ’ cultivo
Medies de cultivo:

- Agar Dextrosa Sabouraud (SDA)
- Agar Micobiotico

- Agar Dextrosa Papa (PDA)

- Agar Nutritivo

Agar EgBabouraud Daxtroesa. (SDA). <Cultive y Conservacién de
Hongos.

El SDA se recomienda para el cultivoe y conservacién de
Hongos., E£s un medic gque ha sido extensamente usado para
aislamiento de hongos y para prépositos generales en

trabajos de Micologfa,

Formula aproximada en gramos por litro:

Mezcla de peptonas 10
bextrosa 40
Agar 15

pH final 5.6 +/- 0.2
Preparacién:

Sugpender 65 g del medio deshidratade en un litre de agua
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que
s¢ obtenga una suspensién uniforme., Calentar agitande
frecuentenente Yy hervir durante un mninuto. Distribuir vy
esterilizar a 118-121°C (no was de 15 lb de presién) durante
15 minutos.

Usos:

Puede emplearse para el aislamiento, identificaecidn vy
conservacion de henges patbgenos y sapréfitos.

Cuando los materiales en estudioc estén altacente
contaninados, el aislamiento mejora si se afaden 2l =medio
sustancias antinicrobianas (Manual Bioxon:.,

Agar Micobiotico. Pzra el cultivo y aislamiento de Hongos
patdgenos.

i cultivar selectivamente
2 105 hongos patégencs a partir de nuestras clinicas diversas
Y de o2tros materiales contaminades con una flora mixta
asociada.Basicamente esta constituide como un agar

El agar Micobiotico es un medio para
o
<t
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Sabouraud, al cual se 1le han afadido los antibidticos
Cloranfenicel que abate el desarrollo bacteriano Y
Ciclohexamida gue retrasa el crecimiento de honges

sensibles a ella.

Formula en gramos por litros

Peptona de sovya 10
Dextrosa 10
Agar 15.5
Ciclohexamida (actidicna) 0.4
Clcranfenicol 0.05

pH final 6.9 mAas menos 0.2
Preparacidn:

Suspender 3% g del =medio deshidratado en un 1litro de agua
destilada de buena calidad. Mezclar cuidadosamente y dejarlo
en reposo para gue se hidrate correctarente el agar.
Esterilizar =2 121°C , 15 1bh de presién por 15 minutes,
Distribuir en cajas de Petri o en tubos de ensaye, con tapa
de rosca, de 27 X 232 == vy dedzrles solidificar en posicibn

inclinada. No sckrecalentar nunca.

El agar Micobibticeo es relativamente estable y
puede conservarse bien en refrigeracifn durante varias
semanas.

Usos:

£l agar Micebistico es Gtil para aislar hongos patdgenos sa
partir de diverscs tipos de nmuestras altacente contaminadas
con diferentes tipos de flora acorpafiarte, como son los
cakellos, raspadcs de piel, wufas, lavados bronguiales,
gdstricos, etc.

Les dercatofitos se desarrollan con mayer rapidez en el agar
Micobidtico en ccoparacién con otros géneros de hongos
{Manual Bioxenj.

Agar de Dextrosa y Pape (Cultivo e identificacién de hongos y
levaduras).

Es un medip ernpleado en cultives e identificacisdn de hongos
(principalrcente dematiaceos) v levaduras.
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Formula en gramos por litro:

Infusidn de papa 200
Dextrosa 20
Agar 15

pPH final 5.6 mis menos 0.2

Preparacién:

Suspender 39 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitande
frecuentemente vy hervir durante un minuto. Esterilizar a
121°C, 15 1lb de presién por 15 minutos. Una vez esterilirade
enfriar a unos 40-45°C y vaciar en cajas Petri.

Usos:

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

Agar Kutritivo

El agar Nutritivoe es un nmnedio de wuse general an el
laboratorioc, no selectivo y adecuado para el cultivo de
mizroorganismos poco exigentes. B

Formula en grames por litro:

Peptona de gelatina S
Extracto de carne de res 3.
Agar 15
pH final 6.8

[v Nl el

Preparacién:

Suspender 23 g del medic deshidratado en un litro de agua
destilada. Remejar unos 15 minutos, mezclar y calentar

a2 ebullicién de 1 a 2 minutos hasta disolver el producto.
Distribuir y esterilizar a 121°C, 15 1lb de presién por 15
minutos.

Usos:

Expleado en la multlpllcacxén de microorganismos en general;
en las pruepas de sansibilidad y resistencia (Manual Bioxon).

Hétodos de cultive utilizades para sembrar en estos nmedios
(Figura 3).



FIGURA 3. METODOS DE GULTIVO

1.TECNICA DE PUNTOS AISLADOS TN
s

SOBRE UNA CAJA DE PETRI CON AGAR SDA O MIC, SE 4 s @ N

COLOCA LA MUESTRA PROVENIENTE DE UNA,PELO Y/O / ) L J

ESCAMAS MEDIANTE EL ASA MICOLOQICA EN FORMA DE L,

SE DEPOSITA LA MUESTRA EN AGAR DE MANERA QUE ® Y PY

QUEDEN SEPARADAS UNA DE OTRA PARA FAYORECER SU

CRECIMIENTO.EN UNA CAJA DE PETRI SE RECOMIENDA L]

COMO MAXIMO LA SIEMBRA DE 10 PUNTOS AISLADOS. * [ ]

2.TECNICA POR ESTRIA CONTINUA

(UTILIZADO EN MUESTRAS, TALES COMO PUS -~ _ >~
Y EXUDADOS).

CON UN ASA DE INOCULACION ESTERILIZADA, SE COLOCA
UNA QOTA DEL MATERIAL CERCA DEL BORDE DE LA
PLACA Y SE REALIZA UNA ESTRIA INICIAL.

SE ESTERILIZA EL ASA EN LA FLAMA Y SE DEJA ENFRiAR.
DISTRIBUIR LA MUESTRA EN LA PLACA EN ESTRIAS DE LA
FORMA QUE SE INDICA EN LA FIGURA PRESIONANDO
LIQERAMENTE SIN ROMPER EL ABAR. A PARTIR DEL
EXTREMO DE LA PRIMERA ESTRIA,SE REALIZA UNA
SEGUNDA Y ASI SUCESIVAMENTE HASTA COMPLETAR LAS
CUATRO ESTRIAS. AL CONCLUIR, ESTERILIZAR EL ASA
NUEVAMENTE, EVITANDD CON EQTO POSIBLES CONTAMINACIONES
A OTROS MEDIOS.
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3.3 Identificacién.
Morfologia Macroscopica

Las caracteristicas generales que nos permiten realizar una
identificacién preliminar de los honges en cultivo las
podemos agrupar en:

A) Morfoleogia colonial: es importante observar para todos les
tipos de crecinmjento:

- Ahspecto de la colenia

- Morfologia general (plana, agrupada, con pliegues regulares
o irrequlares).

- Textura: levadurifecrme, pulverulenta, granular, vellosa o
algodonosa.

- Tiempo de crecimientc o desarreclio.

- Pigmentacién y la difusién del pigmento al reverso de la
colonia,

B} Tipos de Micelio:

Unicelular Filameptoso
Pseudomicelic Hacrosifonado
Pigmentado Microsifonade
Hialino Cenocitico
Septado
Hialino

Las caracter{sticas wmacroscopicas de las colonias y 1la
pigmentacién son medios uGtiles para la identificacién, pero
en la identificacién finzl se hace necesaric el desarrello
pleno de todas sus estructuras para asi realizar una
apreciacién exacta de ellas.

Ya gue el estudic Jde la nmorfologia de 1las esperas vy las
relaciones espora-micelio son necesarias para la
identificacién final del hongo, los nicdlogos en ocasiones
suplementan sus cultiveos, mediante el cultive del hongo en
portaobjetos, utiltizando el méteodo de Microcultivo, el cual
permite un estudio mas adecuado de las estructuras de los
nonges miceliades (Garcia vy Cébrdoba, 1588).

Morfologfa Microscdpica
- Tincién Azul de Lactofensl & Azul de Anilinpa.

Principio. Esta es una tinclon de rutina wusada para
estructuras de omodelos aislados en preparaciones
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microscépicas. El contenido de fenol, el cual sirve comnc un
fungicida; glicerina, la cual hace una preparacién
semiperwanente; azul de algodén & azul de anilina, el cual
tifie el exterior de la pared de 1los hongos; y el &acido
ladctico, el cual actua como agente aclarante.

Una preparacién permanente puede lograrse por incorporacién
de alcohol polivinflico dentro del wumedio en lugar de
glicerina, siguiendo el mnétodo descrito por Wolfrussell vy
Shimoda citado por Campbell y Stewart en 1980.

Preparacién del Azul de 2lgedén lactofenol:

Cristales de fenol 20 g
Acido l&ctico 20 ml
Glicerina 40 ml
Agua destilada 20 ml
Procedimiento:

- Adicionar 4cido 1l&ctico y glicerina al agua destilada y
agitar vigorosamente.

- Adicionar cristales de fenol y mezcliar. Calentar suavemente
con agitacién frecuente hasta disolver los cristales.

- Adicionar 2 ml de azul de algodén al 1% y mezclar. (Azul de
algodén al 1% = 1 g de azul de algoddn + 9% ml de agqua
(Campbell and Stewart,1980).

a) Preparacién Alcohol Polivinilico

Alcohol polivinilico 1.66 g

Agua destilada 10.00 ml
Acido léctico 10.00 ml
Glicerina 1.00 ml

Disolver 1los cristales de alcohol polivinilico en agua
destilada lentamente. El A&cido 1l&cticc es adicionado a 1la
solucién de alcohol polivinilico, agitando vigorosamente
siguiente 1la adicién de 1la glicerina. Filtrande si es
necesario. La solucién se deja reposar 24 horas.

Frocedini

Materiales:

~ Azul de algodédn lactofenol & azul de anilina
- Portaobjetos y cubreobjetos linmpios.
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microscépicas, El1 contenido de fenol, el cual sirve comoe un
fungicida; glicerina, la cual hace una preparacién
semipermanente; azul de algodén 6 azul de anilipa, el cual
tiffe el exterior de la pared de los hongos; y el &cido
lactico, el cual actua como agente aclarante.

Una preparacién permanente puede lograrse por incorporacién
de alcohol polivinilico dentro del medio en lugar de
glicerina, siguiendo el método descrito por Wolfrussell y
Shimoda citado por Campbell y Stewart en 1980.

Preparacién del Azul de z2lgoddn lactofenol:

Cristales de fenol 20 g
Acido lactice 20 ml
Glicerina 40 ml
Agua destilada 20 ml
Procedimiento:

- Adicionar A4cido léctico y glicerina al agua destilada y
agitar vigorosamente.

- Adicionar cristales de fenol y mezclar. Calentar suavemente
con agitacién frecuente hasta disolver los cristales.

-~ Adicionar 2 ml de azul de algodon al 1% y mezclar. (Azul de
algoddn al 1% = 1 g de azul de algoddn + 99 ml de agua
(Campbell and Stewart,1980).

a) Preparacién Alcohol Polivinilico

Alcohel polivinilico 1.66 g

Agua destilada 10.060 ml
Acido léctico 10.00 ml
Glicerina 1.00 ml

Disolver 1los cristales de alcochol polivipnilico en agua
destilada lentamente. E1 &cido l&ctico es adicionado a 1la
solucién de alcohol polivinilico, agitandeo vigorosamente
siguiente 1la adicién de 1la glicerina. Filtrando si es
necesario. La solucién se deja reposar 24 horas.

Procadimiente Tincidn Azul de Algodén-Lactofenol (Figura 4).
Materiales:

- Azul de algodén lactofenol & azul de anilina
- Portaobjetos y cubreobjetos limpios.
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NOTA: El azul de algoddén ha sido reportado comd
carcindgenico. El potencial carcindgenico del azul de anilina
no se c¢onoce. No obstante que el azul de anilina y el azul de
algedén tienen igual funcion su origen es distiato (Campbell
and Stewart,1980).



FIGURA 4. PROCEDIMIENTO DE TINCION CON AZUL DE ALGODON
LACTOFENGL,

1. SOBPE UM PORTAOBJETOS LIMPIO
COLOCRR UNA GOTR DE AZUL DE AL-
GODOR LACTOFENOL.

2. USANDO UNA FLAMR FIRME ¥ CON
UNA AGUJR SE TOMA UNA PECUENA —
CANTIDARD DE LA COLONIA ¥ SE SE-
PARA DEL CULTIVO, PREFERENTEREN
TE DEL AREF GRANULAR. PUEDE SER
DE UTILIDAD §1 SE TOMR UNA FE-
GUENA CANTIDAD DE AGAR CON LA -
PIEZA LE LA COLONIA. SE COLOCA -
SOBRE LA GOT& DE BZUL DE ALGODON
LACTOFENOL EN EL PORTROBJETOS.

3. SE COLOCKR UN CUBREOBJETOS

SO0ERE LA PRTPARACION., LA CUAL
PUEDE SER SURUEMENTE CALENTA-
DA. ESTO AYUDA A EXTENDER EL

HONGO EN TODA LA PREPARACION

¥ & REMOVER LA&S BURBUJAS.




4. EXAMINAR BaJO EL MICROSCOPIO
CON LUZ 'BaJA. :

S. UNA PREPARRACION SEMIPERMANEN-
TE.,PUEDE HACERSE COMO SIGUE:
RYSELLANDO EL CUBREOBJETOS CON
ESMPLTF DE UNRS INCOLORO ¥/0
B>ADICIOMANDO ALCOKOL POLIVINILICO
R LA SCLUCION DE AUl nE ALGODON
LACTOFENOL O AZUL DE ANILINA CON
LRCTOFENOL. ' el

p
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- Tinci6n de Gram.
‘Colorantes y Reactivos.

Solucién de Cristal Violeta:
Solucibn A

Cristal Violeta 2 g
Alcohol etflico 30 ml
Solucién B .
Oxalato de Amenio 0.8 g
Agua destilada 20 ml

Se diluye la solucibn A al 10% en agua destilada y se mezcla
con igual volumen de la solucién B. : ‘ o S

Solucién de Lugol:
Yodo
Yodure de potasie
Agua destilada

Decolorante:

Alcohol etflico de 95 grades-

Contraste (Solucidn de Fucsina):
* Fucsina bésica 0.10 g
Agua destilacda 100 ml

Este método divide las bacterias en dos grupos: positivas

Y negativas. Al colorar les gérumenes con cristal & violeta de
genciana y afiadirles una solucién débil de vodo (Lugol) se
combinan estos con  algunss componentes de la  célula
bacteriana gue scn retenides por la membrana citoplismatica
cuando se tratan por alcohol, otros en cambio likeran
ré&pidacente el colorante por lo gue no aparecerian a la
visién microscdpica a ne ser gue se& las contratifnera con
algin otro tinte biolégico ceome la safranina & fucsina. por
lo tanto, los microorganismos gue conservan el cristal &
vicleta de genciana se observan de azul (positivas) ¥y las gue
no lo hacen (negativas), fpuestran un coler que corresponds 2l
utilizado en el contraste, gue en este caso serfa rosa para
ia safrzanina v rojo para la fucsina {Figura 5} (Diveo,1971).



FIGURA 5. PROCEDIMIENTO DE TINCION DE GRAM

1. PREPARAR EL FROTIS Y FiJARLO

AL CALOR.

2.CUBRIR LA PREPARACION F1JATA
CON La SOLUCION DE CRISTAL UIO
LETA DURANTE UN MINUTO.

3.LAVAR:CON-AGUR-.

4.CUBRIR EL 'FROTIS CON LUGOL
POR UN MINUTO. .

o




k]

S.LRVAR CON AGUR

6 .DECOLORAR CON
ALCOHOL-ACETONR

?7.LAVAR RAPIDAMENTE CON
AGUA.

8 .CONTRASTAS CON LA
SOLUCION DE FUCSINA
Y70 SAFRANINA POR
UN MINuTO.




¢ .LAUAR CON AGUA, SECRR AL
RIRE ¥ EXAMINAR CON OBJE
TIVO DE INMERSION.

kL
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- Microcultivo
Principio. Un microcultive se hace para observar las
caracteristicas del honge aislado, el arreglec de esporas e
hifas. ¥l provecho de este proceso relativamente laborioso
es que se puede seguir el desarrollo de esporas e hifas en un
periodo corto.

En estos cultivos el crecimiento se realiza en una cérara
hinmeda, preparada cen una rodaja de papel filtro gue se
caloca en el fondo de una caja petri, una varilla de vidric
doblada, un portaocbijetos y un cubrectietos. Fste paquete se
esteriliza en el autoclave y se almacena hasta ser utilizado
{Figura &) ({Canpbell and Stewart,19380).

NOTA: Cuando se trabaja con cultivo de hongos, se debe de
tener cuidado para evitar la contaminacién del laboratorista
y del area de =ztrabajo; se explean técnicas asépticas, es
conveniente <olocar una toalla de papel sobre el area de
trabajoe de la wesa y hunedecerla con cualguier desinfectante,
la toalla puede doblarse y desecharse después de habker
terminado el trabalic {(Jurgerman y Schwartzaman, 1877).

3,4 Hetodos conplexzentariocs

Actividad Metabolica

Las pruebas para determinar la habilidad de las levaduras
para wu%ilizar un carbohidrato (Fermentacién v Asimilacién)
como unica fuente de carbeono en un zmedio guimicanente
definido han tenido auge dentro de los taxonomistas de
levaduras y han significadc un paso esencial en la
identificacidn de levagduras,

Fermenzacién de Carbohidratos.

La prueba de Ferzmentacién de carbohidratos es ccomunzente
utilizada para la :dentificacién de levaduras. Sin embargo,
esta prueba es menos variable y son menos dependientes que
las pruebas de asinilacién de carbohidratos. La tnica real
evidencia de la fermentscién Ze carbohidratos por las
levaduras es la produccién de gas por lo gue, la utilizacién
del tube de Durnam es indispensabdle para su deteccién.



FIGURA 6. PROCEDIMIENTO TECNICA DE MICROCULTIVO.

1. PREPARAR UNAR PLACA CON
3@-35 ML DE EDIO.

2. SE CORTA UN ELOQUE DE
APROXIMADAMENTE 1 CM*, UTILI-
ZANDO MATERIRL Y TECNICRS
ASEPTICAS.

3. SE TRANSFIERE FL BLODUE DE-
AGAR A LA SUPERFICIE DEL PORTR
GBJETOS. - el L

4., SE INOCULAN LOS CURTRO LA-
DOS DEL BLOQUE DE AGAR CON LAS
ESPORAS O EL CRECIMIENTO MICE-
LiAL DEL HONGO GUE SE ESTR ES~-
TUDIANDO.

fres




5.5E COLOCA UN CUBREOBJETOS
UTILI2ANDO UNARS PINZAS PREVIA
MENTE FLAMEADAS ENCIMA DEL
BLOOUE. HACIENDO UNA LIGERA
PRESION.

6.5E ADICICNAN APROXIMADAMEN
TE 18 ML DE ARGUR DESTILADA ‘.Z;
TERIL O UNR& S50LUCION AL 10 EE
GLICERINA ESTERIL TERIENDO
CUIDADO DE JQUE EL WIVEL DE LI-
QUIDPO NO TOQUE EL PORTAOBJETOS.

7.5FE INCUSBAR EL MICROCULTIVO &
28°C WRSTA OBSEAVUAR SOBRE EL
HEDPIO FL DESARROLLO DEL MICEL1Q.
CUANDO EL MICELIO TOQUE TANTO
AL PORTR COMO AL CUBREOBJETOS,
PUEDE REALIZSARSE SU OBSERUACION.




8.

TIRR EL AGUR DESTILADA CON

PIiP

FORMOL AL 18¥ (18 MLY. SE DE

JA
2 H

9.
EL
BIS

¥ OBTENEMOS EL HONGO SOBRE

EL

18.

1 0 2 GOTARS DEL COLORANTE RZUL

DE

TRAOBJETOS LIMPIO ¥ SE COLOCHA

EL
EN
EL
SE
UN

ANTES DE OBSERVAR, SE RE-

ETAa ¥ SE SUSTITUYE POR

ACTUAR POR ESPACIO DE & &
ORAS .

POSTERIORMENTE SE RETIRA
MEDIO DE CULTIVO CON UN
TURT PREUVIAMENTE FLAMEADO

PORTA Y CUBREOBJETOS.

PARA EL EXAMEN, SE AGREGAN

ALGODON LACTOFENCL EN UN POR-

CUBREOBJETOS DEL MICROCULTIUO
EL COLORANTE; POR OTRO LADO
PORTACGBJETOS DEL MICROCULTUIO
LE AGREGR EL COLORANTE ¥ UN
CUBREOBJETOS LIMPIO.




11. PARA EL EXAMEN MICROSCOPI
€O, SE OBSERUA PRINERO CON HE
NOR AUMENTO €1@X> ¥ DESPUES
CON EL OBJETIVO DE MAYOR AUMEN
TO0 (4@X>. -
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Medio utilizado:

- Caldo de Peptona, carbohidratos y rojo de fenol

Es un mediec similar al agar dextrosa (Bioxon) al cual se le
ha agregado rojo de fenol como indicador de pH.

Formula en gramos por litro:

Mezcla de peptonas 10
Cloruro de sodio 5
Carbohidrato 10
Rojo de fenol 0.025

pH final 7.4
Preparacién:

Disolver la wmezcla de peptonas en el agua destilada,
adicionar cloruro de scdio y mezclar bien, se afade el
carbohidrato, finalmente agregar rojo de fenol.Esterilizar en
autociave 115° 10 1k :0°.

Servir el medic en tubos de ensayo, aproximadamente 8 ml por
tubo y conteniendo campana de Durhaz para la deteccion de la
produccion de gas. El microorganismo de prueba es inoculadao,
incubando & uha temperatura de 37°C por espacic de 10-i5 dias
{Manual Bioxcn).
Interpretacidbn:

Una prueba posjitiva se observa con una burbuja de aire
recolectada en la campana de Durham lo cual indica produccién
de gas, en algunas ocasiones se puede apreciar acidificacidn
d2l nmedio por el canmkio de coloracién del medic (de plrpura a
amarillo) .

Un cambio de coleoracidn del umedio sin produccién de

gas, podria ser indicativo de una contaminacién bacteriana
(Lennatte, 1985) .

Asimilacién de Carbohidrates.

Formula del medio basal en gramos por litro:

Azul de bromotincl C.16
Agar bacteriolégico 20.0
Solucién buffer de fosfatos 100.0 . =l

Procedimiento:
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Disclver el agar en el agua destilada,adicionar la solucién
byffer y el indicador.

Esterilizar por autoclave a 121°C, 15 1lb, 15 minutos.

Se deja enfriar y se agrega la =selucién del carbohidrato a
probar. Inocular el medio y dejar incubar 4 dias a 37°C.

Adicién del azlcar.

Asépticamente se adiciona el azicar a partir de una solucién
"stock™ esterilizada por filtracién . La glucosa, lactosa Y
sacarosa se adicionan a una concentracién final del 1%;
mientras que la Maltosa,Calactosa, Melibiosa,
Celchiosa,Inositol, Xilosa, Rafinosa, Trealosa y Dulecitol a
una concentraciédn final de 0.%% (Campbell and Stewart, 1980}).
- Prueba de Ureasa.

La hidr6lisis de la urea es un nétodo usual que ayuda a la
identificacién de 1les géneros: Crvptococcus, Rodothorula
Trichosvorum y ocasionalmente la especie krusei del género
Candida.

El recanismo de la prueba es simple, ya que se observa la
reacciln de la hidrélisis de la urea mediante la utilizacién
de un indicador {re)c de fenol), el carcbio de pH a un estadc
alcalino variarad el coclor a rosado, lo gue serd indicativo de
una reaccién positiva. La reaccidn es m&s obvia para
levaduras gue para bacterias (Rcberts et al.,1978}.

Seeliger’'s enfatizd el papel de la hidrélisis de la urea en
la Taxonomia de las levaduras y utilizé esta prueba para la
identificacién de Cryptocoggus, as!{ cencluye gque la prueba
r&pida de urea puede ser utilizada como prueba presuntiva
para la identificacisn de levaduras de i=portancia médica.
{Rokerts et al., 1873).

Roterts y Zimmons {19798) utilizaren la pruebz de ureasa para
la identifjcacidén tentativa de C. necforrans después de

seis horas de iniciada la prueba. La prueba répida de la urea
es selectiva para C. necformans el <cual puede dar resultados
pesitives a los 15-20 nminutos de incubacién . AGn cuando la
prueba de la ureasa es una buena prueba de escrutinio, la
identificacidn final de €. neoformans deberé ser precedida de
ruebas especificas confirmativas gara esste hongo.

5.5. Bistopatologia. Ver préctica 7.

3.6. Inmunologia . Ver practica 8.



PRACTICA 4
DERMATOMICOSIS

OBJETIVO:

EL ALUMNO CONOCERA LAS
PRINCIPALES DERMATOMICOSIS Y
LA FORMA DE REALIZAR EL
DIAGNOSTICO DE LAS MISMAS.
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4. Generalidadaes.

Las micosis superficiales son enfermedades prcducidas por
hongos que invaden sélo tejido gueratinizado (plel, cabello,
pelo Yy uRas) pero no invadern tejidos profundes, dentro de
este grupd se incluyen los Dermatefitos, también denominados
hongos queratinofilicos.

Estudios ecoldgicos sobre éstes organismos han permitido
clasificarleos en: geofilicos, =zocfilicos y antropofflicos;
los geofilicos son hongoes gue habitan el suelo y gue utilizan
la guera%tina; los que utilizan la gueratina de los tejidos de
aninales se les llama zoofiliccs y aguellos gue son capaces
de atacar las capas superficiales de la piel y sus anexos en
el humano se les llama antrepofilicos.

Estas infeccicnes se %Lransmiten dire
hoobre y de suelc a hombre, o indi
pelo o escamas infectadas . Las der itosis o " Tifas " se
1mician <€on una ol 1 de hongos en la parte
superficial de la piel avance de la :infeccién depende
del huésped, sitio anatéco afectado i

hongo. La lesibn en el huésped pued

ctanente dJde animal a
ctamente por medio de
£
s

I rec

e 1 ada a una
daszazzacién o prosperar a una fase eruptiva con reaccidn
inflamatoria (producida por enzimas pretacliticas, elastasas
y colagenasas) gue &n la mavorfa de los casos se resuelve,
sin exbargo los hongos pueden pernanecery per ands en el
huéspeld transfortandcse en acarreaddor Y si ge presenta un
estress o trauma se puede exarcerbar la enferwmedad clinica.

Los génercs cue profucen este
en tres, gque Sson
los cuales en
nifas y artr
desarrollar sus ca
permitir 1 : i
1987).

de micesis se clacsifican
hophveon, tpidermophvten
no viable solo {forman
. gos en  cultivo pueden
crterfsticas ticulares, 1o gue va a

src Yy especie (Jawet:,

Otra de las clasificacienes para estos hongos, esta dada
dependiendo del lugar anatémico gue lesionen en el humano
{Cuadro 4).
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Cuadre 4 . CLASIFICACICON CLINICA.
Cabeza o cuero cabelludo ’ Tifia capitis
Manos Tifia nanum
Barba y bigote Tifia barbae
En pie Tifia pedis
En unas Tifa unguiur
Regién crural Tifa cruris
Otro sitio del cuerpo Tifia corporis
Corporal con lesiones
concéntricas Tifa imbricata

{tokelau)

(Campbell, 1980).

4.1 Descripcién de los géneros causantes de Dermatomicosis.

1. Género Migrgsporum.

Son hongos Deuteronicetos, se reproducen asexualmente poer
nedic de conidias, éstas se clasifican en macro vy
microconidias, tienen forma navicular y el nGmero de septos
de las conidias varfa segtn la especie de gue se trate.

Su reproduccién sexual, al estado perfectc es el género
Hanpizzia,

2. Género Trichophyton.

Son también Deuteromicetos cuya reproduccién asexual es por
medio de conidias y éstas tienen fcrwa de basto, pueden haber
© no macroconidia. Cuandoe estan presentes s$on escasas,
largas, en forma de pincel y poseen una pared lisa y fina.
Las microconidias son generalmente numercsas y se ubican
lateralmente a 1o largo de las hifas (ranma de tirso) © en
grupes (racimo de uvas). Su reproduccién sexual, al estado
perfecte han perzicide zlasificarlos en el género
Arthrederma.

3, Género Epidermophyten. .

Este género tiene la particularidad de presentar solo una
especie, cuya reproduccidén es asexual por conidias que
presentan agrupaciones en racimos. Ho produce microconidias.
La diferenciacidn del género se realiza observando las
grandes macroconidias en forma de clava, de paredes lisas,
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divididos en 2 a 5 células por septos transversales.
Aln no se conoce su reproducciédn sexual (Figura 7)(Jauetz et
al.,1957).

+

0 i e T -

CUADRO ‘5. GENEROS Y ESPECIES DE DERMATOFITOS

+

e

icrospo canis
napun
gypseun
squinum
anduiniji

“Prichophyten ) tonsurans
- rubrum
rentagrophviews
goncentricun
scholeinii
terrestre
verrucosun
equinug
B - gallinae

sinmii

Enidermophyton flccosun

mr e ———————————————— e c e m e, ————————— m———————— -

4.2 Diagnéstico de una jinfeccién por Dermatofitos

Para lograr realizar un diagnéstico adecuado de una infeccidn
por Dermatofitos, se sugiere seguir el siguiente
procedimiento:

1. Obtener una muestra del lugar donde se presente la lesién,
el tipo de muestra adecuado puede ser de: piel, wuhas, y
cabello.

2, Al material Dblolégice, se le realiza una prueba
nicroscdpica directa con Hidrdéxido de Potasioc (KOH) al 10% .
3, Cultive en: Sabouraud Dextrosa Agar (SDA}Y, Agar
Micekiotic, Aagar Dextrosa Papa (ADP}) y Medio Prueba para
Dermatocfitos (DTM).
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Medio Prueba para Dermatofitos (Dermatophyte Test Medium).
DTM.

Usado para el aislamiento de dermatofitos. Este rmedio
selectivo excluye bacterias ¥y hongos contaminantes,
combinade con un indicador de pH (rojo de fenol) que vira de
amarillo a rojo el cual es répidamente afectado por los
dermatefitos y hongos relacionades gue permitéen su temprane
reconociniento, Se aconse3a utilizar el DTM ceomo cualguier
otro medio para el aislamiento de dermatofitos.

Neta: La substitucién de ingredientes criginales puede
cambiar las caracteristicas y selectividad del nedio.

Reactivos:

Agua destilada 1000 ml
Phytona 10 g
Jextrosa 10 g
Agar bacteriolégiceo 20 g
Solucién rojeo de fenol 40 ml
HCl 0.8 N 6 ml
Ciclohexamida (Actidiona} c.5 g
Sulfato de Gentamicina 0.1 g = 100/ ml
Clortetraciclina HCl 0.1 g = 100/ nl

Procediziento:

- Adicionar Phytona, dextrosa y agar en 1000 ml de agua
destilada y hervir hasta gue se disuelva el agar.

- Adicionar 40 ml de solucién Rojo de Fenol (soln. rojo de
fenol: 0.5 gum rojo de fenol, disolver en 15 ml de Hidrdéxido
de sodio 0.1 N y aforar 2 100 m=l).

~ Adicionar 2 ml de sulfato de gentamicina.

- Adiccicnar 2 ml de Ciclohexamida.

~ Esterilizar en autcclave a 12 1lb por 10 ninutos.

- Dejar enfriar a 45°C.

- Adicionar 80 ni Zde Buffer de Fosfatos ajustado a pH = 5.7
{(esterilizado por Filtracién en Millipore).
- Adicionar 25 sl de anpicilina

e
- Adicicnar cantida
colcracidn amarilla
- Vaciar en cajas P
ambiente.
- Después de la inoculacién esperar a2l caxbio de color. La
tenperatura optizma de 1incubacién es 28-30°C. El excesivo
caler puede afectar el desarrollo de 1os hongos.

suficiente de HCl J.8N, hasta obtener

o

ri y dejar solidificar a temperatura
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~ El cambio de color se puede detectar después de una semana
de inoczulaci6tn. Si se deja mis tiempo podemos encontrar
falsos positivos, dados por hongos contaminantes que inhiban
el desarrollc adecuado de los dermatofitos.

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

Interpretacién.

Positive: se observa una coloracién roja (reaccién alcalina)
y el crecimiento del hongc sobre el DTM después de una semana
de haber incculado el medio.

Negativo: se observa desarrollo en Agar Dextrosa Sabouraud,
pere no en Medio DTM (Canpbell and Stewart, 1580).

4. Cuando se obtiene crecimiento en cualquiera de los medies
utilizados para el aislamiento de 1los Dermatofites, se -
realiza una tincifn cecn azul de algoddn y cobservacién al
microscopio para reconocer las estructuras obtenidas en el
cultivo.

5. Posteriormente se realiza un microcultive, para lograr
identificar adecuadamente el género y especie.

4.3 Resultados.

Las tecnicas anteriores fueron probadas con muestras clinicas
cbtenidas en el Laboratoric de Micologia, observdndose lo
siguiente:

Se trabzjaron 66 muestras de pacientes externos a este
laboratorio de las cuales 16 fueron positivas a crecimiento
bacteriano, 20 no presentaron crecimients y 30 fueron
positivas a hongos.

Estas ultimas se sometieron al siguiente tratamiento:
a) Para muestras de pelo, una o raspado cutaneo:

- Observacion con KOH al 10%

- Cultivo en SDA y MIC

Sl - - M - T -
~ Tingign de aztul de algoden

~ Microcultive . A ST S
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b) Cuando la muestra era obtenida de un exudado:

~ Observacion a KOH al 10%

~ Tincion de Gram

~ Cultive en SDA y MIC

~ Tincion de azul de algodon
- Microcultivo

Al final de este proceso se detect6 gque de las 30 muestras
positivas a honges, 15 lo eran a dermatofitos.

De estas 15; 2 provenian de pelo, 4 de unas y 9 de escamas
(raspado cutanec), asi como la identificacion de: 20.00% del

genero Microsrorum, 40.0% del genevo Trichophyten Yy un 40.00%
de Dermatofitos sin clasificar.

c) El medio de DTH se ut: & rpara c¢epas conocidas de
Microsporus canis y Irichephytoen mentagrophyics, ©ara evaluar
el viraje en color del =medio repvr'ado en 1la literatura. ke
se utilizo como =medio de aislarciento en las nuestras
clinicas.

Resultados de pruebas realiradas a Dermatoritos (Cuadro 6).

De los resultades obtenidos se obgervd gue la presencia de
dermatofitos se encuentra en wa yor proporeién en comparacidn
zon oLros henges, siendo mporrante Fara posteriores
investigaciones la asociacidn encontrada entre Malazzesia y
Dermatofitos (de los géneros ¥ xc;os::r\ﬂ o Trichsphyton).

Los procedimientos a realizar en la prictica por los alumnos
son:

a} Ailslaniento de germazofitos a partir de una muestra
clinica.

b) Pruebas de idenzni

1cac161 de los géneros obtenidos con los
w&todes correspondie

r3
ne
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: MICROCONIDIAS Y MACROCONIDIAS TIPICAS DE 1LOS

DERMATOFITOS.

FIGURA 7.
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Jawets et al., 1987,



CUADRO 65 . RESULTADOS DE
DPERMATOFITOS
gg' ORIGEN KOH SuLille GRAM Tlgcll':ON MICRO IDENTIFICACION
MIRA . SDA MIC 2%%[0‘1)85 cuLIivo
i PELC - - * <R R NR Trichophyton sSPpp.
c2 PELD . - + NR R NR Hicrosporum spp.
e3 UnNp + - + KR H NR Dermatofito ss/c.
o3 UNA - + - NR Rr HR Microsporum spg.
333 ESCAMAS * - - NR R NR Dermatofito s-c.
-3 EsCAMAS - * + NR A - Trichophyton spp.
o7 ESCANAS - - - NR R + PNicrosporum spp.
o2 ESCARAS - + + NR R KR Dermatofito ssc.
c3 ESCANRS - -+ - NR R HR Dermatof:rte ssc,
L0 UNA - - - NR r - Trichorhyton sgp.
14 UNA . - - NR R - Trichephyton spp.
L2 E£S5CANAS - -~ - - R MR Lermatifito ssc
L3 ESCANRAS - + - NP R - irichophston spp.
i3 ESCANAS - + + NR R . Trichophyton spp.
L5 ESCANRAS - - - NR R NR Dermatofito s/c.
ME o2 RELTTRIAIYC E



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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5. Generalidades.

La candidosis es una de 1las enfermedades mricéticas mas
frecuentes gue afecta a nifos, jévenes Y ancianos,
principalmente a personas del sexo femeninc. Una de las
manifestaciones clinicas mas frecuente es la vulvovaginitis
producida por levaduras de este gé&nero, siendo el principal
agente etioldgice Capdida albicans, Estas levaduras residen
en el humano y animal como comensal; pero pueden causar
desédrdenes e infeccién cuando el hospedador se encuentra
inmunodeprinide (Valdespino, 19E8).

S.1 Dascripcidn del género Candida

El género (Candjda se ha <clasificado dentro del grupo
Deuteronicotina, al cual! pertenecen la mayoria de los honges

patdgenos al hurmano. El género Candjda estd constituiido por
tevaduras, las cuales son organismnos unicelulares <)

filamentosos con formacién de pseudeonicelio, micelio septado,
reproduccién asexual y en algunas especies la reproduccién
sexual. El término pseudomicelio se designa a ura agrupacién
de blastosporas. gque a la observacién nricroscédpica dan la
izmpresién de ser un =micelio, por elle su nombre de
pseudoricelio. El micelio verdadero est8 formado por 1la
elongacién y ramiricacién del tubo germinative producids por
la célula padre, Este género estd constituide por 185
especies de las cuales, siete son patdgenas al humanc {Cuadro

Cuadro 7. Especiss de Candida encontradas en el honmbre

causantes de infeccidn.

o - -
Candida albicans

Candida tropicalis

candida stellatoidea

€andida parapsjloesis

Candida pseudotrconpicalis

Candida krusei
Candicda guillersondi

S.2 Diagnéstico de infeccisdn por Candida spp.

Cuando se sospecha de wuna infeccidn por Candida,.  es
conveniente realizar las siguientes pruebas para lledgar a un-
diagnéstico acertado:
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1. Realizar una Tincién de Gram, con el cbjeto de identificar
las levaduras caracteristicas de este género.

2. Cultivo en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) 'y Agar BIGGY,
para el aislamiento de la levadura. -
Agar Biggy (Para aislamiento e identificacidén de cCandida
spp.)

El 2gar de Glicina, Gluccsa, Levadura y Sulfito de Bismuto es
dtil para el aislanientc y la identificacién presuntiva de
Candida por medlo de la reaccién de sulfuro.

formula en gramos por litro:

Citrate de amenic vy bismuto 5.0
Sulfito de sodio 3.0
Dextrosa . 10.0
Glicina 10.0
Extracto de levadura 1.0
Agar 16.0

Preparac:idn:

Suspender 4% g Cfel medio deshidratade en un litre de agua
destilada. Remojar de 10 a 15 minutos. Calentar agitando
frecuenterenter ¥y hervir durante no mids de un minuto. Dejar
enfriar a $5-50°C.

Agitar circularmente y vaciar en placas de Petri estériles,
utilizando aproximadazente 20 ml para cada placa. No
esterilizar (Hernsndez y Martinez, 1985}).

3. Tubsc germinativo.

Cuando son incubadas c¢élulas individuales de €. albicans
producen un filamento hifal corto lateral gue da origen al
tubs germinativo, gque no lo producen otras especies del
géneroc gCandjida, siendo esta una de las pruebas rdpidas de
diferenciacisén de especias en este génaro.

En esta prueba se necesita solarente una suspensién diluida
de levaduras en 0,5 a 1.0 nl de suerc. La nmezcsla se incuba a
37°C por 3 horas. El suerc humano y bovine, incluyendo el
suero fetal de becerro (que puede ser obtenido
comercilalmente),la albimina sérica bovina, ovoalbimina, bilis
de buey o peptona pueden ser usados con éxito en la
produceién de tubo germinativo. Cepas conocidas de €.
albicans y ¢C. ¢tropicalis pueden usarse como controles

n
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positivo y regative, respectivamente ({Lennette, 1985).

4. Tolerancia a pH acido. (Para idantificacién Presuntiva de
€. albicans }.

La eficacia de la tolerancia a pH'‘s acidos de ., zlhica se
ha denmostrade s8lo en aislamientos de especies de levaduras
cozlnmente encontradas en =uestras ciinicas. En ocasieones
aislarzientos de especies menos comunes pueden dar resultados
falsos-positivoes.

La pruchba de telerancia a pH'’s acides, ayuda a difevenciar a
C. albicans de otras especies, pues se ha enc ontrads gue el
rango de pH 1.2 a 1.3 es conveniente para el crecipliento de

¢. alvicans, ya que a pH's zaycres pueden crecer Capdida sop.

Agar para la Prueba de pH &cido.
Solucién A:

Agar Czapek Dox 50 g
Agua destilada 1000 =1
Frocedimiento:

Disolver el agar en 1000 ml de agua destxlada, esterilizar-en
autoclave a 121°C/15 1b/f15’. : :

Sclusién B:

Na,HPO, 9,438 g

KH4 PO, - Y ) B B~
Dextrosa 10.0 g
Agua destilada 1000.0 w1’

Kota: Se ajusta al pH deseado con HCl IN.
Procediniento:

Se disuelven los fosfatos y la dextros2 en 1000 ml de agua
destilada. E1 pH se ajusta con HCL al pH deseado con ayuda
dei potencibnetro. La solucién final se esteriliza por
filtracién en filtro Millipore {.22 ).

Finalmente se e:cl’ ia solucién A y B en la siguiente
proporcién: por cada 1395 1l de A adicionar 22 =1 4de B. El
nedic se vacla en cajas Petri (8.5 cm de diizetrs). Dejar
solidificar y someter a prueba de esterilidad {0d&ds y Abbot,
1950} .
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5. Produccién de Clamidosporas

Se ha observado que algunas especies de Candida,
pringipalrmente £, albicaps tienen 1la habilidagd de formar
esporas esféricas de doble pared llamadas <Clamidosporas,
constituyendo una prueba diferencial entre las especies del
género Candida, estas clamidosporas pueden ser inducidas a su

formacidn en medios especificos, tales comno: Agar
Clanidospora, Agar Czapek-Dox, Agar Harina de Mafz (Corn
Mealy), adicicnando a los des ultimps Tween 8¢ a una

proporcidn de 1%,
a} Agar Clamidospora.
Formula en gramos por litro:

Sulfato de Amonio

Faosfato Moncpotésiceo

Azul de Tripén

Polisacirido Purificade 2
Agar 1
Biotina

pH final 5.1 «/=- 0.2

Preparacién:

Se suspenden 37 gramos del polvo deshidratado en un litro de
agua destilada. Dejar remojar durante 1% a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto.
Esterilicar en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Enfriar
a 45-50°C y servir en cajas Petri (Manual Bioxon).

b) Agar de Czapekx Dox + Tween BO

Forrzula en granos per litro:

Agar Czapek-~Dox 50

Agua destilada 1000

Tween EO (Polisorbato B80) 10
Preparacidm:

Suspender 50 g del nedio deshidratade en 1000 £l de agua
destilada y mezclar agitande vigorosazente.

- Adiciomar 10 =l de Tween 80, mezclar y agitar.

- Calentar con agitacién frecuente per espacio de un minuto.
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- Esterilizar en autoclave a 121°C , 15 1lb de presiébn por 15
minutos. pH final igual a 7.5. Co .

- Enfriar y vaclar a cajas Petri.

¢} Agar Corn Maxl + Tveaen B0

Formula en grames por litro:

Agar Corn Meal 17

Agua destilada - w1000
Tween 30 (Polisorbtato 80) . 10

Preparacidn:

- adicionar agar Corn Meal al agua destilada y mezclar.

- Calentar a ebulliciétn con agitacién frecuente hasta gue se
disuelva completamente.

~ adicionar en caliente 10 =1 de Tween 80 y mezclar.

- Esterilizar por autoclave a 121°C 15 1b de presién, 15
ninutos. B
~ Enfriar aproximadamente a 45-50°C y vaciar en cajas . Petri
estériles.

- Dejar solidificar a temperatura anmbiente.

- &1 pH f:inai es de £.5 a 6.2 a 25°C {temperatura
ambiente).

{Campbell v Stewary,1280}.

Las técnicas utilicadas para senbrar estos medios, son las
siguienzes:

- Técnica de Picadura.- n cajas Petri de 5 cm de diémetro,
estéril, se wvacfan aproximadamente 12 =1 del redio a
utilizar, se espera a que solidifigque para luego sembrar la
cepa a pr:b:r, estc se hace teniends el asa en ‘orﬁa de Ly
tvomande una asadas de la c¢olonia, intrsduciende el asa al
medic y rasgando el agar a ’o 1a‘~a de la caja petri, se deja
incubar a 37°C, se revisa rianente al nicrescopio, para
lograr observar el de<a**o-A de las Clamidosporas.

- Técnica de Sandwich.- en un portacbieros linmpio vy
desengrasado se vierten de 4-5 nl del =edio a utilicar, se
esneva a gque sclidifigue, sembrando pcsteriorzente sobre la
sapers ie del agar, cubriéndose el semdbrado cecn  otro
jecos limpio y desengrasadco. Dojar incubando a 37¢C y

-

ﬁorta
observar diariacente las iam nx;;as para cbservar el
desarrello de las Clamidosporas,
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Existen algunos factores gue pueden influir en la formacién
de las Clamidosporas, tales como:

i) Medio de cultivo utilizado.- de les medios de cultivo
utilizados, se ha demostrado gue el Agar Czapek-Dox con Tween
80, resulta ser el mas eficiente, no importando la técnica de
sembrado (Sandwich y Estria).

ii) Densidad del inbdculo.- el inbécule gomendado se
encuentra en el siguiente rangos: de 3,500 X 10’ a S0 X 10
células por ml.

iii) Tewmperatura.- la temperatura ideal para su formacidn se

encuentra de 24°C a 28°C, debido a gque no alcanzan un
desarrollo adecuado a 37°C.

iV} Anaerobiosis parcial

V) Tiempo de incubacién.- De 24 a 48 horas.
{Dawson, 1%61).

e} Asimilacién y Fermentacién de Carbohidrates.
Estas pruebas se considerar importantes para lograr- la
diferenciacifn del génerc y especle de Candida {ver practica

2).

Caracter{sticas de las especies de Candida mi&s frecuentemente
aisladas en nuestras clinicas (Cuadre 8).

5.3 Resultados.

Las pruebas antes wencicnad se preobaron en cepas de €.
albicans, Capdidz krusej, g__ tropicalis y cince nuesiras
clinicas presuntivas gde & positivas a £, albicans,
cbtenidas a partir de exudados vaginales.

For la tecnica de tincién de Gram se logro observar la
morfologia de cada wuna de las cepas en estudio, Candidz

aparece como una levadura gracp csitiva, gue tiene gemacidn.
Posteriormente se realizd el cultive en agar SDA v BIGCY,

para lograr el aislamiento de la levadura en el cass de las
muestras clinicas, siends este satisfactoriec ya que se obtuvo
un creciniento favoratle, con el cual se procedidé a realizar
ias pruebas ge gllerenciacicn de especles dentro de este

Prueba de tube Germinative y produccién de Clamidosporas
as
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Con respecto al crecimiente en pH'’s acidos, el resultado
observado en el caso de las ».nco wuestras clinicas ¥y la cepa
de £, albicans, fue un crecimiento posx’lvc desde pH =1.2 a
pH= 1.4, para la cepa de ¢, irepicalis y €. krusei 6 el
desarrollo se dif& a partipr de pH = 1.6,

Resultados de Asimilac:i&n ¥ Fermentacidn de Carbohidratos
para levaduras (Cuadro i0).

Los procedimientos a realizar por los alumnos en la préctica,’
son los siguientes:

1

dies especiflccs.

b) Produccien de tubo germinativo y clanldosporas de cepas
conocidas de . albicans.



CUADRO 8 .
CARACTERISTICAS DX LAS ESPECIES DE CANDIDA MAS

FRECUENTEMENTE AISLADAS N MUESTRAS CLINICAS

ASIMILACIONES FERMENTACIONES OTRAS REACCIONES
GMSLGMCI XRTDIEG Il S L G T u N S D TIG C
LAARARARAEENTIARDU L ] A a fa R R 1 E E UE a
UL cCLLLOULTFETLFR L c C L E E T U S BR P
CTATRAROOS 01 HC C T A T R H A R D A OM S
QO ROCBBI1I SNALIL Qo (e R ©O c A S a O R I u
S S$0S7T1I1I1TAROLT S S o S T L A T H R N L
A RS A OO OO 5 0 O IR fa S A o o o 1 o A A
A $ S S L R S L A S S $ ¥ L L
R R A A " ! A g g
ORGANISMO 37C
Candida albicans i L IR R I T I AG X+ - gGA QG“ - - - + +
C. parapsilosis L R e T T AG - - - aG a6 - - + +> - -
o A o A o R
C. tropicalis AR S S S S RG ARG AG - nG AG - -+ + - -
C. pseudotropicalis + -+ - =+ + -~ e - AG ARG @G Rs a - - + + - -
C. krusei { +# = == ===~~~ lag - - - - - + -+ + - -
C. guillermondii +E At AG - AG - RGQ b?oGn T S
o o
C. rugosa - e 4 - — == = - - - - - S
AG = ACIDO ¥ Z3E
& = ACID0 PRODUCIDO SOLQ EW EL CALDQ DE FERNMENTACION
Xoneman et al., 2383,

19




CUADRO o o

RESULTADOS

b 4 TUBO GERMINATIUVO PARA

CANDIDA -

DE PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS

IDENTIFICACION

AGAR CZAPEX DOX

AGAR CORN MEAL

AGAR CLAMIDOSPORA

-
SANDHICH

»
RASGADO

SANDRICH

RASGADO

SANDHICH| RASGADO

TUBO
GERMINA

TIivO

Candida albicans

Candida krusei

13
1442
896
374

459

®* NMETODOS DE IMOCULACIONM

FARA LA FRUDUCLION D

"
s

-
I

2

w
o
w
‘v
[
x
T




CUADRO 193 .
RESULTADCS DE LAS PRUEBAS DE
ASIMILACION o FERMENTACIONMN D E
CARBOHIDRATOS PAaRA I.EUADURAS

ASIMILACIONES FERMENTACI ONES
L G - X R T G M S L G T
A f E 1 f R L a A A R
< L L L F E U L < C L E
T fa o o 1 H C T a T A H
o C B S N A Q bod R Q =3 !
S T I A Iod L s s Q 3 T L
R 1o o] S 0 A a 3 A e o
S S R s R S 3
A " A A A
IDENTIFICACION
Candida albicans - + - + + * - *
C. tropicalis i - + - + - + + + -+ - +
C. krusei E - - - - - -~ + - - - -
Rodho torula - + - + + -+ - - - - -
Cryptococcus
neoformans var. neof - * hd + + + - - - - -
C. neoformans
var. gatti - + - + + + - - - - -
34 - - - + - + + + - - + +
1442 - - - + - » + + - - + +
13 - - - + - + + + - - + +
459 - - - + - + + + - - +* -+

4



PRACTICA 6
CRYPTOCOCLCUS

OBJETIVO:

EL ALUMNO CONOCERA LAS
CARACTERISTICAS PRINCIPALES Y
LA FORMA DE DIAGNOSTICAR UNA
MICOSIS CAUSADA POR EL GENERO
CRYPTOCOCCUS.



6. Generalidades.

La Criptococosis es una infeccién pulmenar en humanos vy
animales causada por una levadura, ¢rvptoccocus neoforwans

( sinénimos: Sacgharornvces peoformans, Cryvptococcus hominis
Terula neoformans Torula histolytica ¥ Blastomvces

negfeyreans). A su  estads parfecto se le conoce <omo
Filohasidiella pegformans la cual pertenece a la clase de los
Basidiomicetos, siendo su habitat natural el excremento de
paloma.

L2 ruta de infeccidn en humanos Yy animales es por via
pulimonar debidoe a la inhalacién de las pasidiosporas, que son
las esporas del estado perfectc de €, npeofeormans, resultando
en una infeccién subclinica respiratoria la cual es resuelta
espontdneamente por el hospedero. En aproximadamente 10% de
los individueos con infeccidn pulmenar el microoAgaﬁismo pasa
a la sangre, causande una diseminacién en el corganismo que
generalmente se manifiesta por meninpgitis. La diseminacidn
ocurre con nayor frecuencia en pacientes inmunodeprimidos,
por lo cual! estd levadura es considerada como oportunista.
Sin embarge, se ha encon itrado  infeccibn diseminada en
personas norwales

6.1 Descripcién del género Cryptococcus.

®n tejidos, €. necformans se desarrolla como una levadura
genante, rodeada de una cipsula. Esta estructura es cbvia y
le diferencia de otras levaduras no capsuladas gue pueden
estar presentes en los tejidoes.

A diferencia de otrcs hongcs gque producen micosis profundas,
eoforrans presenta la wmisma wmorfologia {levaduras
capsuladas) tantc en el estadoc parasitario como vegetativo,
es decir, no es dimdrfice.

xisten otras especies noe patégeras dentro del género
rvptogoccous come: £, albidus, €. laurentii, €. luteolus,
. terreus c. uniguttulacus, las cuales pueden
diferenciarse de C.neofsrpans  porgue esta especie se
desarrcolla de 25 a 37°C v es patédgena para el ratén.
Caracteristicas comd presencia de cépsula, forma ds la
célula, aspecto de la colonia, produccién de ureasa,
asimilacidn de =nitrates, fermentaciln vy sizilacién de
azGcares funcionan para diferenciar al género Cryptocogcus de
otras levaduras patdégenas.

ligRy]
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6.2 DPiagnéstico de infaeccidn por Cryptococcus.

El diagnéstico de esta micosis se realiza usualmente por: 1}
cultiva de espute, secrecién bronguial, orina, heces ¥
sangre; 2) la observacién de la cdpsula en tinta china y/o
3) la demostracidn de)l antigeno criptococal en el liquido
‘cefalorraquidec por aglutinacién en l8tex cuandeo la infeccién
es diseminada.

La inoculacién de ratones jévenes per via intratecal es un
métods auxiliar para el diagnéstico de la criptococosis
cuando no se logra observar la levadura capsulada en las
zmuestras clinicas (Hernindez, 1988).

Pruebas para diferenciar Cryptococcus npeoforrmans de otras
levaduras patégenas.

1. Tincidn con tinta china
Preparacicnes con tinta china para la observacidn de cépsula
en CrvptocogQus NeQrormans.

Principlo. Es una prueba rapida de rutina utilizada para la
identificacién de €. necforpmans a partir de muestras clinicas
en las cuales se scspecha la presencia de estd levadura.

Se coloca uma gota de tinta china en un portacbjetos

Suspender una pegquada porcién de nuestra y mezclar con la
tinta china.

- Qubrir con un cubresbietes limpie.

- Cbservar al =zicroscopic (10X © 40X} para identificar
levaduras germantes cublertas por una cépsula.

Nota: Se sugiere la utilictacién de tinta chinma en color azul
debide a2 una observacién =is clara de 1la cépsula en
copparacién al resultado obtenido usands tinta china en color
negr

Tnteroretacibn:

Positive: Células gemantes de 4-20 micrometros envueltas éen
cipsulas de 1 a 20 microzetros , blancas y briilantes,

Negative: Ninguna célula cubierta por cépsulas (Campbell y
tewart, 1980},
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2.Desarrollo de §. peoformans en diferentes madios de
cultivo.

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

b) Desarrollo en Medio Niger (agar) & Agar Alpiste de Staib
y Senska.

El crecimiento diferencial de C.meoformans en el medio de
Niger se ha usado como una prueba para su identificacién, ya
gue es la tnica levadura de su género capaz de asirilar la
Creatinina gue se encuentra en estas senillas (Niger)
produciendo un pigmento café-oscuro.

Hopfer y Groschel describieren una prueba m&s répida, en 1la
que se utiliza el componente activo del alpiste (&cido
cafeicoj. tas levaduras, especialmente el C.peoformans
capaces de producir fenoloxidasas, producen también un
pigmento marrén en redics gque ceonticnan &cidc cafeico come
sustrateo {Koneman, 1983},

Preparacién del Medio Niger Simplificado:

Semillas de Cuigotia zbyssinica (Niger) 50 g
Ayar bacteriolégice 15 g
Agua destilada 1000 ml
Cloranfenicol 50 nmg
Procedimiento:

- Pulverizar las semillas de NHiger en un mezclador eléctrico. -
Hervir por 25 ninutos en 100 ml de agua. Filtrar a través de
una gasa o papel filtro.

- Adicicnar 15 g de agar. Llevar a un volumen de un litro con
agua destilada.

- Esterilizar en autcclave a 110°C por 25 minutos.

- Enfriar a 50°C. Adicionar cleoranfenicol, el cual ya debe
estar disuvelto en 10 ml de alcohol absoluto.

= Mzzogeniczar y servir en cajas petri o tubos.

- Dejar solidificar y sembrar por estria la cepa en estudio.’
Una prueba positiva se obtierne con el desarrollo de colonias
convexas, lisas, de berdes regulares, de color café oscuro-
cpacas con apariencia vidriosa y himedas debido a 1la .gran
cantidad de material capsular presente (Rend’n, 1586).
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<) Micobiotic.-no se desarrollan pues san sensibles a
ciclonexanida.

3. Produccién de uraasa.~ Gtil especialmente en la
diferenciacién entre los génerds {ryptococcys ¥y Candida.

Tedos leos Cryptogoccus sen positiveos a l1la produccifn de esta
enrima. Llas especies ris comunes del qéne*c candida, excepro
€. Kruseil son ureasa negativa {Manual de Micologla Médica,
1973).

4. Asizmilacién da npitratos

Esta prueba dexu

ra la habilidzd de 1las levaduras para

tilizar coro anxc fuente de nitrégeng a los nitratos,
conacicndcse gue unh cuarta parte de las levaduras leos
utilizan, Existen cyrss £ozpanentes nitregenados, <ono el

nitriteo, etilamina y L-lisina, gue pueden ser e:ple:dcs comoe
sustratos para esta prueba.

Los métodes para prebar el crecimiente son similares a los
que utilizan fuente de carbono, erxpleando medios 1iguides vy
s6lidos con base de nitrégena en lugar de una base de
carkzno, los nitritos pueden ser tdHwxicos para las levaduras
debide a Jue forman uu;‘* *;trcsc a un pH= 6.Por esta razén
el wmedio debke ajustarse inicialmente a un pls %.%, Debide a
esta texicidad, leos AUNORDGTARAS SON erpleados para prodar la
utilizacién de nitritos y etilamina, la cual puede tanbién
ser inhibitoria. Los sustratos para la prueba de utilizacibdn
de nitrégena deberdn  2dicicnarse en solucitn a  una
concentracién de 2 2 5 mM (Barnett, 19813}).

L

Uno de los rétode reccmendados n  Micologia para la
realizacion de sta p ueba as el siguiente:

- Prueba del Hisopo Nitratve-ZIephira

Principio. Leos hisopes impregnades con KNO,-Zephiran son
usadcs para demostrar la h’bzlld_d de las levaduras de formar
nitrites a partir de nitrates (presencia de la nitrato
redustasa). La formacidén de nitritos es detectada por la
adicién de un vreactivo de color. La reacciédn (canbio de
color) ocurre en el hisopo de algodén.
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Materiales y Reactivos.

Hisopos tratados con solucién bufferada de Nltra:os 2ephiran.
Tubos de ensaye (1¢ cm X 1 cm)

Cultivos control.

Positivo: Cryuvtocogeus albkiduys var. albigdus

Negativo: C. negform

Solucidn A: 0.5% de alfa-naftilamina en &cido acé&tico 5N
Selucién B: 0.8% de &cido sulfaniiico en &cido acético SN,

Solucién Bufferada de Nitrato-Zephiran

KNO5 2.0 g
NayH, PO *H,0 11.7 g
Na,HPO, 1.14 g
Clorurs de Zephiran 1.2 m}
{solucidn 17%)

Agua destilada 200.0 ml
#reparacion:

- Pesar ¥ nmedir cuidadosamente todos los ingredientes.-

- Adicionar 1.2 ml de cloruro de Zephiran a 200 ml de agua
destilada.

-~ Adicionpar 1los ingredientes secos y mezclarlos hasta
disolverlos completamente.

Procediniento de la Prueba,

a) Los hiscpos son cubiertes por algunas colonias de la
levadura a prueba.

b} Para asegurar un adecuado contacto entre el organismo de
prueba y el hisopo, éste se gira en el fondo de un tubo de
ensaye limpic. Incubar el tubo con el hiscpo por 10 minutos a
i5°C.

c) Remover el hisopo del tube e introducirle en un segunde
tubo conteniendo las <colucicnes 2 v B [dgs gotas de cada
unaj}.

Nota: El control positive y negativec seran sometidos a prueba
al mismo tiempo que las levaduras problera.
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Interpretacién:

Los controles trabaj)ados, deberin validar la prueba.
Positive: se desarrclla en el hisopo un color rojo brillante.
Negativo: El hisopo retiene solo el color de los organismos
probados (Campbell y Stewart, 1980}). :
5. Farmentacién y asimilacién de carbohidratos (Cuadro 11i}.
6. Formacidn de XNicelio.

£. peoformans carece de la capacidad de formar un nmicelio
verdadero, esta caracteristica de identificaciédn se comprueba
en agar Clamidospora y agar Corn Meal.

7. Prueba de Petogenicidad en ratén.

Se inoculan ratones j6venes, aproxirpadamente de tres semanas
de edad, por via intratecal, este es un nmétodo auxiliar en el

diagnéstice de Cryptososcus pecfarmane, ya gue estd levadura
es la unica especie en su género patégena para el ratdn.

Metodolegla:

- Preparar 1la suspensién de levaduras en solucidén salina
fisiolbgica estéril de un cultivo de 48 horas de crecimiento.
Se realiza un conteo celular en carmara de Newbawer, para
conocer el némero de levaduras a inocular. Se recomienda una
dilucién 1:1000.

~ Utilizando una jeringa de insulina, aspirar 0.02 ml de la
suspensi&n de las células.

- Anestesiar al ratén con éter o cloroformo.

- Colocar los Zedos indice ¥y pulgar de la mano izquierda
_scbre las orejas para inmovilizar la cabe:za.

-~ Limpiar la piel con alcochol.

- Un poco hacia la linea media a través del craneo la aguja
se insertar, lentamente, rotando la jeringa como un pequefio
taladre entre el dede pulgar e indice hasta gue se perciba un
peguefio estirédn de la aguja.

- Ermpuiar lentarentc ¢l &zbslo de ia jJeringa para inocular
0.02 =l de la diluc . :
~ Repetir la inocul S0 por 19 menos en tres ratones,

La infeccibén se manifiesta entre los B y 15 dias después de-
la inoculacisn, provocando en los ratones alteraciones en su
comportaniento. La muerte instdntanea o durante las primeras
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48 horas se debe a traumatismos causados. por’ la inoculacién
{Hern&ndez, 1988). : L

El material biolbgico obtenido, se -clasifica ‘en partes
iguales, para ser utilizado como sigue: - : -

a) Una parte para observacién de cédpsula y verificar 1la
preseéncia del microorganisco.

b} Segunda parte, crecinienta en Medio Niger y SDA.
c} Una tercera parte para corte histopatdlogico.

d) ¥ finalmente, se dejaran algunos cearepros para tener
material bielsgico disponible para los alumnos de Micolegla
Heédica.

6.3 Resultados.

Con el objets de verificar las pruebas de diferenciacién de
C. npesformang con otras levaduras patdgenas, se probaron 11
cepas puras de ¢, neoferrans, una cepa de ¢, alkicans y una
cepa de PBoahoisryls sh., siendo estas utltimas los contreles
negativos para las pruebas a realizar. Cabe mencionar gue
estas cepas patrén fueren proporcionadas por el Dr. Cervantes
Clivares {Laboratoria de Miceologia Mé&dica, Unidad de
Posgrade, FES Cuautitlan).

£n la prueba de tincién con tinta china, se puede observar
la levadura capsulada de €, pecformang, no encontrandose asi
en los controles negativos.

El desarrollo en Medio Niger fué el siguiente: se encontré
crecimients de las tres lewvaduras a rueba, mostrando .
neofermans una colehia de coler café oscura, la cual nos da
un parasetro definidc para lograr diferenciarla de otras
levaduras.

&

En la Pruebz de Ureasa la reaccién positiva para ¢.
nesforrmans  se observd cox una coloracién rosa-~plrpura,
e

A

cto gue no se encuentra en las otras levaduras.

Para la prucka &n y Fermentacién de

a s
Carbohidrates (O r

e psimilact
uad 10y,

Con respecto a la prueba de patogenicidad en ratén, 1los
resultados fueron los siguientes: se utilizaron 15 ratones de

tres semanas de egad, de los cuales siete se ineccularon con

223,
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€. neoformans var. gatti (15,000 células/ml) y siete con C.
neoformans var. npeoformans (13,750 células/ ml), dejando uno
de los ratones como control negativo de la prueba. Al octavo
dia de la inoculacién 2 de los 15 ratones murieron, y los
demas fueron sacrificados al decimo dfa para la obtenciébn del
cerebro, en todos ellos se observd un aumento en el tamafo
del mismo, asi como una coloraciéd4n blanquecina. Del material
biolégico procesado, se encontrd ia presencia de
microorganismos capsulados en los 14 ratones inoculados con
Criptococos al realizar la tincion de tinta china, tambien,
se obtuve crecimiente positive tante en el medio Niger como
en SDA, verificandosé por qaltimo la presencia del
micrcorganismo por medio de cortes histopatclégicos.

Los procedimientos a realizar por los alumnos en esta
prdctica, son los siguientes:

a}) Cultive de material blolégico {cerebro de ratén} en medios
especificoes.

b) Observacién de capsula y produccién de ureasa a partir de
una cepa conocida de £, necformansg.

¢} Observacién microscépica de cortes histolégicos de cerebro
de ratén positivos a C. pepformans



CUADRO 11 .
CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE CR¥YPTOCOCCLUS

MmAs COMUNMENTE HALILADAS =~ MUES TRAS CLIMNICAS

ASIMILACIONES FERMENTACIONES OTRAS REACCIONES
GMSLGHMCI XRTDIG L] s L G T u N s b 1IG6 ¢
LAaAaaEENT]TARLU L A A R L] R R 1 E E UE A
U LCCLLLOLYFETL Ut L c ¢ L E E T U § BR P
CTATAOOS O1HC JC T A T A W a R D A OM S
O QROCBBISHAI Q Q R O c fa s @ o R 1 u
S$SSO0ST1!1TARAROLT S ] [ ) T L A T H R N L
AARSAOOOO S O 9O R A S A Q Q [e] I o a A
A S 8§ S L A S E A S S S F L L
A AR A A A R A g g
ORGAMNI S MO 3IC
Cryptococcus 4 &+ - 4 - 4 + + + 2 o - - - - - - * - R . - -
neoforaans
Ce uniguttulatus D . R T R P S - - - - - - -* - - - - -
C. albidus var. LR IR R R - - - - - + o+ + - &
albidus.
C. laurentii LR R N R R N TR S N 2 R - - - - - + = - + -
C. luteclus L . T A R I B - - = - - * - - - - -
C. albidus var. D R I I - - - - - - + - + - o+
diffluens
C. terreus L A T L TR T - - - - - + + - + -
C. gastricus AR St S i A S e - - = = - + - - - -t

Xomeman et al., 2583.



PRACTICA 7
HISTOPATOLOGIA

OBJETIVOS:

EL ALUMNO CONOCERA LAS
TINCIONES ESPECIALES PARA
HONGOS EMPLEADAS EN
HISTOPATOLOGIA.

EL ALUMNO RECONOCERA LAS
DIFERENTES ESTRUCTURAS
MICOTICAS ENCONTRADAS EN
TEJIDOS.
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7. Generalidades.

Entre los métodos utilizades para realizar el diagnéstico de
micosis se encuentra el exaren Histopatolégico, que tiene

una doble finalidad: la ebservaciétn de la respuesta
nicroscépica del tejido afectado y la deteccion del agente
causal en tales lesjcnes.

En la evaluacién magroscépica de los tejides, las infecciones
micéticas pueden ser confundidas con neoplasias & con
lesiones producidas por otros agentes Y la posibilidad de la
presencia de una bicosis es considerada hasta que se realiza
la observacién nicroscépica de la nmuestra. Cuando se sospeche
de una infeccién micética es conveniente remitir la nuestra
al laboratorio, para realizar el aislaniento y el exarzen
histopatoelégico.

El examen histopatolégico de —ruestras de biopsias y
necropsias es una excelente herranienta para el diagndstice
de las micosis,

Debide al tamaho, caracter{sticas corfolégicas y propiedades
tintoriales, gue poseen los hongos. Estos pueden ser
eficientemente estudiados en les tejidos.

La eficiencia del diagnéstice histopatoldgico de una
enferzedad micédtica depende de ciertos factores, tales como:
el agente involucradc, un adecuado =étodo de coloracién, el
uso de colcoraciones apropiadas y la labor eficiente del
histopatélogo.

La rmorfoliogia del agente es, en general, lo¢ suficienterente
caracteri{stica para eritir un diagnéstico seguro, cono en el
caso de histoplastosis, idiod blastozicosis
lcbonicosis, coccidioidexnicosis, criptococosis,
rinosporidiocsis y adiospirozicosis,

Para algunas enfermedades micéticas, cozo la lobonicosis y la
rinosporidiosis, el exazen microscépice de cortes
histolégicos & frotis, es la tGnica r-anera de establecer el
diagnéstics, debids s 1 z23ente erinldgico de estas

2 =4 o
enferzedades no ha podide ser slado en mediss artificiales
- s

de cultivs (Chandler et ail., ]

or otro lade, aungue ias hifas, esporas y otras formas
Gnigicas estan a zenudo distersionadas en los tejidos por la
espuesta inflarmatoria y pueden ser dificiles de identificar,
sualmente se pueden distinguir dos estructuras bisicas:
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1) una forma micelial, caracterizada per la presencia de
estructuras filamentosas llamadas hifas o seudohifas, y 2)
una estructura levaduriforme o "tisular" en la gue sélc se
pueden distinguir células en forma de levadura.

Algunos hongos producen s8lo una estructura levaduriforme en
los tejidos, otros sélo una forma micelial. Es poco

frecuente el hallazgo de anbas estructuras en el nisno
érgano. Los hongos dimérficos, se hallan virtualnente siempre
en la forma de levadura cuandc se observan en tejidos.

tas levaduras se pueden identificar presuntivamente en los
cortes de tejidos observando: a) el tamano de las células
individuales, b) su disposicién y ubicacién, y <) el nlarmero y
forna de unidn de las yemas (blastosporas).

Los hongos gue producen hifas en 1los tejidos pueden
identificarse presuntivamente observando: a) di&metro de las
hifas, b) presencia & ausencia de septes, y &) presencia 6
ausencia de pigmentacién que sugiere un mienbro del grupo de
hongos oscuros o dematidceos {Koneman et al.,1983).

7.1 Métodos de tincidn
La coloracidn de rutina usada en laboratories de

Histopatologia es con Hezatoxilina y Eosina (H&E) la cual
permite observar el tejide afectado y los hongos pueden ser

caracterizadcs como hialinos o depatifécecs. Algunos henges
como los aAspergillus vy  figonicetos se tifien bien con
Heratoxilina Eosina; nientras gque otros hongos se tifen

pobremente o no se tifien. En algunos casos, el conterno de
las células fungales no <tefiidas puede observarse y la
presencia Ze una2 infeccidn por honges puede ser establecido.

En alguncs casos, sin embargo, les organismos son
dificilzente distinguibles de los componentes tisulares y
hongos en peguenos nameros pueden estar ocultos con esta
tincidn. Cuando esta tincién nos permite observar un tejido
afectado por hongos, se reccmienda enviar la muestra al
laborateric de Histopatologia y solicitar alguna de las
ctinciones especiales para honges, encre las gue se
encuentran: la de Gozmory Metilamina de plata (GMS),la de

. Gridley para hongos (GF) y la del Acido Feryodics 22 Schiff
{P~©8Y, las cuales son  precedimientes  invaluables para
celinear hongos y estudiar su morfologia.
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La nayoria de los hongos tefidos por estos métodos son
ebservados clararente y resultan en un contraste puy adecuado
en contraposicién con los tejidos adyacentes gue nuestran una
tincién ligeramente contrastante. Se considera que el
procedimiento de GMS es el mejor dentro de las tinciones
especiales para hongos ya que provee un mnejor contraste Yy
frecuentemente las células fungales tefiidas son refractarias
a los procedinientos de GF v PAS.

Deben tomarse precauciones para prevenir el sobretefiniento de
tejidos por el procediniento de GMS, ya que eritrocitos y
nicless desnudos pueden tefirse y provocar la apariencia de
levaduras o de células levaduriformes.

Entre las limitaciones de las tinciones especiales se
encuentra que al enmascarar el color natural del hongo, Y por
ello no son utilizadas para determinar si los elementos
fungales son hialinos o dematiaceos.

La conbipacién de tinciones como GMS-HE han sido utilizadas
en laboraterios histcopatelégicos con éwito (Chandler et al.,
1980} .

7.2 Haterial Histopatolégico con al que cuenta el
laporatorio.

En los laboratorios de Micologia es importante disponrer de
cortes histoldégicos con estructuras fungicas, que sirvan de
referencia para comparar formas sosrechosas gque puedan ser
vistas en nuevos cascs y comd valiosa ayuda didictica para
estudiecs propios & para ensefar a nuevos estudiantes. Para
tales efectos el laboratorie de Micologia Médica de la
Coordinacién de Estudios de Posgrado de 1la Facultad de
Estudics Superiores Cuautitlan, U.N.A.M., cuenta con las
siguientes preparaciones:

1. Dermatecfitos

a) Biopsia de piel tefida con PAS
b} Escaras v pelo tehldos con PAS

2. Malazzesia furfur

a) canal auditivo tefiida con Gomori, en donde es distinguible
la fase levadurifornme de este agente. Estas levaduras se
tifien casi de color café.

B} Canal auditivo tefidc cen PAS.
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3. Candida ssp.

a) Rifton de conejo tefiido con PAS, donde se logran observar
estructuras, tales como! blastospoeras, pseudomicelio,
micelio, todos ellcs en color pdrpura.

b} Rifion tefiido con HE, aguif se aprecia lesidn granulomatosa
conteniendo zélulas epiteliales, células gigantes Yy
neutrofilos. Las cé&lulas fungales se tifien pobremente dentro
de las células gigantes.

c€) Rifion tedido con Gran, donde se aprecian claramente las
blastosporas y el pseudomicelio, ambos en color oscuro.

2

4. Cryptococgys neaforrans

a) Cerebro de ratén tefildo con PAS, donde los Cryptogcocgcus se
colorean intensarente y algo del material que rodea las
c&lulas  (cdpsula) es tanbién tefiido, Se pueden observar
c8lulas levaduriforwmes en gemacién.

by Cerebkro de ratén tefido con Musicarmina de Mayer. Las
células levadurifornes se observan de café cscuro,
presentando un halo wmds claro gque denuestra la presencia de
la céipsula.

5. Asperqgillus spp.

a) Tincién de PAS. Se notan bien tefidas las hifas de
Aspergillus rcdeados por el mpaterial luminoso denominado
Splendore-Hoeppli.

by Tincidn de GMS5. Se notan 1las hifas cortas tefiidas
intensanente y se muestran brazos dicotomos, en deneral, los
brazos estén orientados en la misma direccién.

¢y Tricromica de Mason

d) FAS-Verde Lur

6. Copcidioides inmitis

a) Tincibn de GMS.- la pared de las esferulas maduras y sus
endosporas se tifien bien por GMS. Sin embargo, leos contenidos
de las endosporas no es tan claramente definido como en 1la
tincién de PAS.
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b} Tincién de HE.- se observa que largas esferulas intactas
pueden empezar a ser fagocitadas por células gigantes. Cuando
la pared de algunas esferulas estd rota puede observarse que
las endosporas esté&n en procesc de liberacidn.

¢) Tincién de PAS. La pared y contenidos internos de
endosporas estan bien tefidos. En contraste, la pared de las
esferulas mpaduras no es tefiida. PAS es excelente para
demostrar C. jinmitis en tejido; la limnitacién es gque no tihe
la pared de esferulas maduras.

7. Zigomicetos.

a4} Tincién de HE. Las hifas que producen estos hongos son de
un didmetrc grande y se tifien bien con Hematoxilina. Se
observa una zona estrecha de leucocitcs gpolimorfenucleares
(Chandler et al., 1980).

En esté practica el alumno realizaré observaciones
nicroscépicas de cortes histopatolégices de diferentes
tejidos positivos a infecciones por hongos.



PRACTICA 8
INMUNOLOGIA
DE LAS
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 anpliamente distribuidos en 1la
naturaleza, reconociéndose més de 250,000 especias, entre las
cuales de S0 a 100 mil son patbgenas. La patogenicidad de
estos microorganismos es de naturaleza nultifactorial y las
caracteristicas que deben de reunir para ejercer sus efectos
patégenos sobre el huésped son los siguientes:

a) colonizar la superficie de la piel.

b) penetrar a los tejidos

c) propagarse en el ambiente tisular

d) resistir o interferir con los mecanismos de defensa.

Cuando la penetracién es directa dentro de los tejidos del
huésped, se manifiesta una mayor patogenicidad. La pérdida de
la habilidad de 1los microorganismos para llevar a cabo
cualquiera de estos pasos causan disminucién de la
virulencia. hlgunos hongos presentan dimorfismo cuya
manifestacién depende de2 la especie y el medio de desarrolle
{Valdespino, 1988).

La inmunidad natural hacia las enfernedades causadas por
hongos resulta muy alta. La infeccidn dependerd de una
exposicién suficiente del organismo involucrado y de 1la
resistencia general del huésped. Esto estd bien demostrado
por dos categeorias generales de enfermedades micbticas
sistémicas. En la primera, la infeccién ocurre en el paciente
que en una area endémica inhala un nlmero suficiente de
esporas. La mayorfia de estas infecciones son asintométicas y
se resuelvan répidamente, presentidndose una resistencia
especifica a 1la reinfeccién. Solo en raras ocasiones la
infeccidn se torna seria (Rippon, 1974).

Por otro lade, infeccicnes oportunistas son causadas por
organismos de baja wvirulencia presentes universalmente, cuyo
establecimiento dependerd enteramente de la baja resistencia
del huésped. Si el paciente se recupera de estas infecciones,
se desarrolla una resistencia no especifica.

Consideraciones meticulosas de signos, sintomas y datos
epidenioldbgicos pueden resultar en un diagnéstico clinico
adecuado de una enfermedad zicttica; sin embargo,
diagnbsticos presuntivos deber&n ser confirmados por cultivos
estandar y procedimientos de laboratorio Thisteolégicos.
Desafortunadamente, el diagnéstico de las infecciones
micdticas no siempre puede ser a partir de amnbos
procedimientos.
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Es por ello que los procedinientos innunolégicos pueden ser
utilizados para dar una ripida y presuntiva evidencia de
infeccién, siende frecuentemente la primera evidencia de la
existencia de una infeccidn micética. Se reconoce gque la
proteccién inmunolédgica a 1las infecciones por hongos esta
mediada peor la respuesta celular, mientras que la respuesta
humoral sirve como un parémetrc de diagnésticoe. (Lennette,
1985) .

Los tipos de pruebas inmunclégicas cominmente utilizadas para
el diagndstico y vigilancia de las micosis provocadas por
hongos patdgenos se puestran en el cuadro 12.

Hateriales y Métodos.

Amortiguadores y Reactivos:

Bulfer Salimns Fosfatos

Cloruro de sodio Nacl 8.0 g
Hidrégeno de Fosfato di-pot&sico X HPO 1.21 g
Dihidrégenc de Fosfato potésico XH PO 0.34
Agua de-icnizada 1000.00 ml

Los ingredientes son suspendidos en el agua Yy se nezeclan
hasta su total disolucién. pH 7.2

Buffer de Veronal {(Barbitone)

Acido di-etil barbittirico (Barbitone)

(CyH5) 5C.CO. NH.CO.NH.CO 3.32 g
Di—etig barbitcne de sodio (Barbitone de sodio)
(Csz)aC.CO.NH.C.CONa 25.52 g
Az1lda de sodio HaNj 2.0 g
Agua de~ionizada 2000.0 nml

El Barbitone se disuelve en 200 nl de agua caliente de-
ionizada, el barbital de sodio se disuelve en la solucién v
se adiciona el agua restante, hasta completar los 2000 ml. El
azida de sodio se adiciona como preservativo.

soluciéa NXNegro Amido

Negro de Anido (Naftaleno) 1.0 g
Metanol~&cido acético glacial-agua 5/1/4 partes



as

Solucion para decolorar

Metanol 500.0 ml
Acido acético glacial 100.0 ml
Agua de-ionizada 400.0 ml

Los ingredientes son mezclados y se guardan en un frasco
color ambir.
Cervantes. O.R.A. 1983,

METODQS
8.1 PRUEBBAS DE INNUNIDAD HUMORAL:
AGLUTINACION,

Las reacciones de aglutinacibébn y de precipitacidn son la base
de la mayor parte de las técnicas cominmente empleadas en el
laboratoric de Inmunologia. Mientras gue las reacciones de
precipitacién son nmedibles en canptidad y son féciles de
ejecutar, las técnicas de aglutinacién son slo
semicuantitativas.La aglutinaci6tn de los antigenos nativos
insolubles 6 de las particulas recubiertas por el antigeno
puede evaluarse a sirple vista con & sin la ayuda del
microscoplo. Ventajas irmpertantes de las reacciones de
aglutinacién son su alto grade de sensibilidad y enorme
variedad de substancias identificables a través del uso de
particulas gque estén recublertas por antigeno & por
anticuerpo.



COMUNMENTE USADAS _EN EL DIAGNOSTICO
DE MICOSIS
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Las reacciones de aqglutinacién pueden clasificarse en
directas e indirectas (pasivas). EIn la técnica directa
simple, un antigeno celular & de particulas insolubles es
aglutinadeo directamente por el anticuerpo. La aglutinacién
pasiva se refiere a la aglutinacién de las células
recubiertas de antigeno & a las particulas inertes gque son
portadoras pasivas de antigenos solubles. Se tienen ejemplos
de lo anterior en la fijacién del l4atex para descubrir el
factor reunatoide Yy la aglutinacién de eritrocitos
recubiertos de DNA, para la identificacién de los anticuerpos
anti-DNA. De manera alterna, el antigeno puede ser localizado
recubriendo particulas de latex 6 eritrocitos con anticuerpo
purificade y practicandoe la llamada aglutinacidn revertida.
Otra categorfa de aglutinacién involucra la aglutinacién
esponténea de los eritrocites por ciertos virus (Stites

et al,.1983).

Técnica de aglutinacidén en placa.

Las pruebas de aglutinacién en placa (reaccidén réapida) son
técnicas 1inmunolégicas empleadas en leos labkoraterios cozo
rutina para dar un diagnéstico nmis adecuado,.

Los anticuerpes especificos para antigenos situados sobre la
superficie de las células, de la {ndole de hongos,producen
"aglutinacién" 6 congloneracidn de células al afladirlos a una
suspensidén de las mismas (Weiser et al,. 1277).

Ahora bien, as!{ come los anticuerpos bivalentes pueden fijar
antigenos soclubles para dar complejos insolubles gue
precipitan, los anticuerpos también pueden establecer enlaces
cruzades <cn las particulas antigénicas, con lo cual éstas se
aglutinan & forman grumos. Se puede conseguir aglutinacidn
mezclando ¢coen un  antisuero una suspensién de particulas
antigénicas, por ejemplo levaduras. El anticuerpo se combina
rédpidamente con las particulas peroc ia aglutinacién es un
fendmeno rucho més lento, y la adherencia entre particulas
s6lo se produce cuando dichas particulas entran en contacto.

Si se afade a una suspensidn de particulas antigénicas un
excesc de anticuarpng, ce ve que al igual

reacciones de p‘eclpl aclél, cada particula puede guedar tan
cubierta de anticuerpos que ya no hay aglutinacién. Esta
falta de reaccidn en caso de concentraciones altas de
anticuerpos se llama fendzeno de prozona. Otra posible causa
del fendmeno de prozona es la presencia de anticuerpos gque no
causan aglutinacién, incluse cuando guedan unides a las
particulas.

2 oue en  las
gqu la2
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Estos anticuerpos no aglutinantes reciben tarbién el nombre
de anticuerpos incompletos. La razén por la cual carecen de
actividad aglutinante no se esclarecid satisfactoriamente:
tal vez los determinantes antigénicos con los cuales
reaccionan se encuentren en zonas profundas de

ila capa gue cubre la particula, tan profundas, de hecho, que
no pueda existir enlace cruzado.

Otra posibilidad es que estos anticuerpes s8lo tengan
movimientos limitados a nivel de su regién de bisagra, con lo
cual resultaria funcionalmente "monovalentes" (Tizard, 1982),.

INMUNODIPUSION. Simple y Dobla en agar.

La inmunodifusidn en gel se puede definir como una reaccién
de precipitacién en un redio semisélido, en que la difusién
de un antigeno y de su anticuerpo homblogo da como resultado
la formacibn de lineas & bandas de precipitacién visibles en
el lugar en donde se encuentran las concenitracicnes éptimas
del antigeno y del anticuerpo.

En este tipo de reacciones intervienen las propiedades
f{sicas ¢ inmuncgulizmicas del sistema. As{, tenemos gue la
velocidad de difusién para un antigeno, & para una poblacién
de anticuerpos, dependerd de:

a) La concentracién de mwoléculas; por ejemplo en la
innunodifusién doble, cuando las concentraciones de los
reactantes son eguivalentes Yy sus pesos Toleculares son
similares, las bandas de precipitacién tienen forma recta y
se encuentran eguidistantes de los pozes. Si no  hay
equivalencia en la concentracién, el sistema 6 los sistemas
precipitantes se forman w&s cerca del pozo con aguel
reactante cuya concentracidn sea menor; es decir, la
velocidad de difusién es proporcional a la concentracién.

b) La temperatura, va gue una temperatura elevada acelera la
difusién.

¢) El tamajo de las moléculas. Las moléculas nmi8s peguefas
difunden mds répido gue las grandes; es decir, la velocidad
de difusiébn es inversamente proporcional al peso molecular.

d) La fcrma de las noléculas. Las redondas se mueven nés
r&pido gue las de otras formas.

e) la viscosidad del medio. La velocidad de Qifusién de las
moléculas decrece al aumentar la viscosidad del medio.
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la difusiébn del antigeno puede alterarse adepds por adsorcién
& reaccién con el medio. La estructura del medio influye
sobre el maximo tamafio de particula gue puede difundir a
través de él. Usando concentraciones bajas de agar, se
obtienen poros grandes ¢gue permiten la difusidn de moléculas
de gran tamafo, en tanto gque las concentraciones altas
proporcionan poros pequefios gque restringen el movimiente de
las moléculas grandes.

La presencia de ma&s de una banda de precipitacién en la
prueba de inmuncdifusién en gel, significa la existencia de
varios sistemas antigeno-anticuerpo, es decir, una banda
representa un solo sistema (Morilla y Bautista, 158%).

Las técnicas de difusidén en gel pueden clasificarse en
difusiones simple & doble. En la difusién simple un
reactante, generalmente en solucidn liguida, difunde en una
soluciédn gelificada del reactante complenentario.

En la doble difusidn, tanto la solucién de antigenc como la
de anticuerpo se separan inicialmente por una zona de gel, en
la que poster:ormente ambodos reacztantes difunden, ¥ al penerse
en contacte, producirdn una bkanda de precipitaciébn cuando
estén en la relacidn éptima. S1 la concentracidn de Ag y Ac
colocades en los reservorios es la gue corresponde a la zena
de eguivalencia, la banda de precipitacién estarid situada
aproximadarente en la distancia media gue separa dichos
reservorios. Cuando hay excesc de Ag o de Ac, la banda de
precipitacién formada estar8 proxima al reservoric del
anticuerpo o del antigeno, respesctivamente.

tste método resulta muy interesante porgue permite
identificar 2las bandas de precipitacién nediante el empleo
sinultaneo, en el misno esguerna de reaccién, de antigenos y
anticuerpos conocides. Originariamente Ouchterlony describié,
de acuerde 2 este hecho, tres tipos de reaccicnes. Las cuales
fueron denominadas como reacciones de identidad, no identidad
e identidad parcial (figura 8).

L.a difusién doble, en placa es un excelente método
cualitativo para el estudio de la homogeneidad de antigencs y
anticuerpos purificades. Resuita Gtii tazbi&fn para 1la
bisgueda de impurezas, lo cual estd limitade por la

concentracién en gue las mismas se encuentI'en presentes, Yya
gue la precipitacién se hace visible cuando los reactivos
exceden valores minimos. Para obviar este inconveniente, en
la prictica se emplean generalmente altas concentraciones de



Ag ¥y Ac, gque si biem no resultan Gtiles para el sistema
principal, pues deja de estar en las conmdiciones 6ptimas,
permiten aumentar la cencentracidédn de la impureza y asegurar
su precipitacién (Margni, 1877).

Procedimiento para Inmunodifusién Doble:

1. Disolver 1.5 g de agar purificado en 50 mnl de agua
destilada, afiadir 50 ml de buffer Veronal caliente (56°C}

con azida de sodio ya incorporada al buffer .

2. Vaciar en cajas Petri grandes (8.5 em) 10 ml del medio
para cada caja, utilizando una mesa 6 tabla nivel.

3. Dejar scolidificar, para legrar gue el agar gquede firme, se
puede refrigerar por espacio de «cinco minutos a 4°C
aproximadamente.

4. Por cada caja, tener tres patrones Yy hacer los pozos con
oradador (figura 9).

5. Lcs patrones se marcan con azul de alsacia.

6. Los orificios hechos en el agar se llenan con el antigeno
en el centro y 1los antisuercs alrededor, 6 viceversa. Se
reconienda anotar en un papel el esguema seguido.

7. Las cajas se celocan en una c&mara himeda Yy se incuba a
temperatura ambiente 7 dias para lograr las lineas de
precipitacién.

8. Después de los 7 dfas las placas se retiran de la caja
Petri, y se dejan remcjando en la Solucidn de Buffer Salina
Fosfatos por espacio de 24 horas.

9. A las 24 horas, la solucifn se cambia por PBS (Solucién
Salina Fosfatos), limpia o nueva.

10. A las 24 horas la soluciétn de PBS, se cambia por agua
destilada y las placas se dejan agul 48 heoras.

11, Por dltimo se colocan las placas en placas de vidrie y se
colocan en una estufa para secar. Se tifien con solucién de
Negro de Amido (figura 10).

NOTA: Se utiliza la solucién de salina Fosfatos, para evitar
la lectura de falsos positivos {Cervantes,1583).
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FIGURA 9.PATRON DE LA DOBLE DIFUSON EN PLACA
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ELECTRQFORESIS.

Se conoce como electroforesis al movimiento de particulas
cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico. Cuando una
nezcla de particulas 6 moléculas gue tienen diferente carga
neta y diferente tamafio se colecan en un campo eléctrico
uniforme, las moléculas se nueven con diferentes velocidades
Y como resultado ocurre una separacién de estas sustancias.
La velocidad de mnigracién de una sustancia en un campo
eléctrico depende de varios factores tales como carga Yy
tapafic de la particula, pH, fuerza iénica, viscosidad del
medio y ademas temperatura e intensidad

del campo eléctrico.

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

Estd técnica es mds sensible , rdpida y requiere menor
cantidad de= reactivos, en conparacién con la
Inmunoelectroforesis. La desventaja de esta prueba consiste
en gque solamente se puede usar con antigenos cargades
negativamente.

En esta prueba, tanto el antigeno como el anticuerpo
simultdneamente son sometidos a la accién de un canmpo
eléctrico en un gel de agar con pH B.6; en estas condiciones,
los anticuerpos casi no tienen carga y por consiguiente no
deberfan tener movimiento electroforético; sin embargo, se
desplazan hacia el polo negativo (citodo} a causa del
movimiento electroendosmdtico (figura 11}.

Al mismo tiempo, el antigeno de carga negativa debido a la
corriente eléctrica, se dirige hacia el pole positivo
{&4nodo). En esta forma el antigeno y el anticuerpe se
encuentran y reaccionan formando una linea de

precipitacién (Morilla ¥y Bautista,1986).

Procedimiento:

Se coloca una pequela cantidad de agar purificado en el
soporte de pléstico para fijar siete portaobjetos | )
Posteriormente se cubren con 40 ml de agar purificado, se
dejan solidificar y se refrigeran a 4°C para obtener una
adecuada firmeza del agar.

En cada portaobjetos se hacen perforaciones en el agar de 3
mm de didmetro y cCon una separacién de 5 mm entre cada par
(figura 12).



FIGURA 10.PROCEDIMIENTO DE DOBLE DIFUSION EN GEL
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FIGURA 11. FUNDAMENTO CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
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Las perforaciones se van llenande con los reactives
correspondientes utilizando pipetas Pasteur. La placa se
coloca en una cimara para electroforesis, la cual contiene
500 ml de la solucién Buffer Vercnal por cada compartimiento,
con el suero al &ncdo y los antigenos al catodo. Debe
evitarse el contacto del gel con el electrolito, se debe
tener una corriente de 2 mA aproxinadamente 50 ninutos.
Después, las placas son enfriadas a 4°C por 15 minutos para
leer las lineas de precipitacién, con cuidado se remueven las
placas del soporte de plastico, finalmente se lavan y se
tifnen {Cervantes, 1%83).

FIJACION DE COMPLEMENTO.

5i se fern compledics innmunes =sobre las superficies de los
eritrocites, las rmembranas de leos globulos rojos son
destruidas y hay hemdlisis. Se puede aprovechar esta reacciédn

para medir la cifra de anticuerpos en un suero. Entre las
pruepas de este tipe, la mas inportante es la prueba
henolitica de fijacién del complenento (PFC). La PFC es una

de las técnicas inzunoldégicas de rm&s ampplia aplicacién., Una
vez preparados y estandarjizades los reagtivos necesariocs, la
PFC permite identificar mnpuchas interacciones inmunes. E1
punto final de la reaccién es f&cil de leer, a diferencia de

las pruebas de hemaglutinacién, ne se depende de la
precipitacién de los eritrocitcs; por cotro lado, es nenocs
probable el fenfmenos de prozona. Ademis, la prueba de

fijacién de complenente no requliere disponer de suspensiones
purificadas de antigencs, razén por 1la cual se utiliza
frecuentemente para una serie de diagnésticos. El m&s grave
inconveniente de esta prueka es su complejidad, sobre todo
respecto a la estandarizaciédn y preparaciébn de los reactivos
(Figura 13), (Tirard, 1982).

Es frecuente el expleo de f{lusrocromcs para &l marcade de
anticuerpos; el colcrante mis utilizado es probablemente el
isotiocianato de flucresceina (ITCF). E1 ITCF es un compuesto
amarille, gue se combina ficilmente con las inmuneglobulinas
¥y no altera su capacidad de reaccidén. Cuando se expone a luz
ultravioleta de 290 a 145 micrometros de longitué de onda,
enite luz verde visible, de aproximadanmente 525 nicrometros.

Las inmunoglobulinas marcadas zon ITCF pueden utilizarse en
diversas técnicas, entre las cuales destacan las pruebas
directas e indirectas de anticuerpos fluorescentes.

Prueba Djrecta de 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
antigeno dado, por ejemplo una bacteria, hongo o un virus. Un
corte de tejido o un frotis que contenga dicho microorganisme
se incuba en presencia del antisuero marcado, después de le
cual se lava para eliminar el anticuerpo que no fue fijado.

La observacién en campo obscuro bajo un microscopio provisto
de luz ultravioleta, muestra una intensa fluorescencia a
nivel de las particulas antigénicas gue fijaron el anticuerpo
marcado.

Prueba Indirecta de_ apticuerpos Ffluorescentes. La prueba
indirecta de anticuerpos fluorescentes permite identificar vy
medir los anticuerpos en el suero, ¢ los antigenos en los
tejidos © en los cultives de células, Cuando se busca un
anticuerpo el antigenc se utiliza bajo forma de un frotis, un
corte de tejido o un cuitivo de células. El antigeno se
incuba en presencia de un suero que pueda contener
anticuerpos c¢ontra dicho antigeno, y ¢l sueroc se lava luego,
dejando los anticuerpos unides con el antigenc. Es posible
observar estos anticucrpgcs fiiados incubando el frotis con un
suero antiglobulina marcado con ITCF. luego se guita la
antiglobulina por lavado, y se exanmina el frotis; la
fluorescencia indica gue habla anticuerpos especificos en el
syero problema. Su cantidad se establece por estudio de
diluciones crecientes de suero frente a un numero variable de
preparado antigénico.

La prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes tiene varias
ventajas sobre la técnica directa. Puesto gque cada nolécula
de anticuerpo unida al antigeno puede a su vez fijar varias
moléculas marcadas ce antiglobulina, la flucrescencia resulta
nucho wayor gue en la prueba directa. Asismismo, utilizando
sueros antiglobulina propins de cada variedad de
inmunoglobulina, es posible saber gu clase de anticuerpo
especifico se encuentra presente en el sueroc (Tizard, 1982).



FIGURA 13,
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO
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8.2 PRUEBAS DE INMUNIDAD CELULAR,
REACCION CUTANEA DE HIPERSENSIBILIDAD TARDIA

La hipersensibilidad tardia cuténea puede ser medida en el
honbre o los animales de laboraterio utilizando numerosas
sustancias antigénicas. En general, las pruebas sirven para
evaluar dos tipos de respuestas especificas e inespecificas.
En las primeras se busca conocer la sensibilizacién previa
del sujetc hacia el antigeno en cuestidédn; en las sequndas, la
capacidad del  wismo de responder frente a antigenos
{conocidos o totalmente nuevos) con una reacciédn de inmunidad
celular.

Este ¢tipc de prueba puede ser de utilidad diagnéstica
solamente o tener también un valor pronéstico en el caso de
enfermedades infecciosas, como por ejemplo: tuberculosis,
lepra, Chagas, micesis wvarias, etc. En el caso de
enfermedades alérgicas, la prueba cutinea es por ahora
indispensable antes de la administracién de medicamentos
sospechosos en individuos alérgicos aun si ser segura en
todos los casos.

Otra wutilidad gue se da a este tipo de pruckas, es gue
permiten el estudio de las &reas endémicas, aungue su valor
diagnéstico de infeccién actual se limita a los siguientes
casos: 1) cuando se comprueba en lactantes; 2) cuando se
asiste al viraje de la reaccién de negativa a positiva y 3)
cuando aparece en  una persona que ne ha habitado
anteriormente en zona endémica y gue no presenta reacciones
fuertemente positivas con otros antigenos fGngicoes.

Entre las ventajas que se tienen es5 gue pueden comprobar
reacciones cruzadas entre los diversos agentes causales de
micosis sistémica a causa de la existencia de antigenos
semejantes. Sin embargo, las pruebas son mids intensas con el
anti{geno homélogo: por lo tanto, es aconsejable realizar las
intradermoreacciones con todos ellos y considerar positivo
s6lo a aquel que proporciona la pdpula mn&s extensa. La
frecuencia de las reacciones cruzadas disminuye con el enpleo
de antigenos dilufdos; por elle se aconseja utilizar 1la
dilucién Sptima, que es la ninima concentracién del reactivo
que proporciona un elcvado porcentaje de pruebas cutdneas
positivas en sujetos que sufrieron la infeccién y en anizales
infectados experimentalmente.

Por otro lado, 1los estudios histdlogicos de 1las pruebas
cuténeas positivas han demostrado que el infiltrado ests
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constituido por ctimulos de células mononucleares, en especial
linfocitos, gue se agrupan alrededor de los vasos sanguineos
y los anexos cutdneos, tanto en la dermis como en la
hipodermis; se observa adem&s vasodilatacién y edema. Con la
paracoccidicidina y, en algunos casos, con la coccidioidina,
se comprobd eosinofilia.

En las formas evolutivas de las micosis sistémicas, el
resultado de las intradermoreacciones tiene gran interés
pronéstico, pues su negatividad es indice de gravedad y de
tendencia a la diseminacién hematégena.

En la coccidioidomicosis se ha demostrado que el empleo de
diversas diluciones de coccidioidina hace de la reaccién
cutdnea una prueba, en cierta forma cuantitativa, gue permite
medir 1la hipersensiblidad, a cual guarda un estrecho
paralelismo con la capacidad del sujeto para resistir la
infeccién (Margni, 1977).

Procedimiento para Pruebas Cut&neas {Intradermoreaccidn):

1. lLos antigenos a utilirar se accnseja liofilizarlos vy
guardarios a 4°C y reconstituirlos poco antes de Su uso.

2. Para 1la administracién intradérmica, usar Jjeringa de
insulina con 0.2 ml del antigenoc.

3., Medir previamente el grosor de la piel a inocular con la
ayuda del Vernier.

4. Aplicar el antigeno subcuténeamente

5. Las intradermoreacciones son leidas a las 24, 48 y 72
heoras y su resultado se expresa en nilimetros del! A&rea de
induracién.

Actualmente se aconseja realizar una primera lectura entre
las 2 y 6 horas, para excluir cualguier posibilidad de un
resultado falso-positive; iqualmente, hay casos rares en que
estas pruebas se tornan positivas 4 o 5 dias después de su
realizacién.

Estas reacciones de hipersensibilidad retardada se hacen
presentes entre los 158 y los 40 dias siguientes a 1la
infeccién, se pantienen positivas muchos afios, habitualmente
toda la vida, pero con frecuencia declinah después de los 60
aflos. La reaccidn cutdnea positiva indica, por 1lo tanto,
infeccién actual o pasada (Margni, 1577).
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8.3 RESULTADOS

De las técnicas antes mencionadas, se probareon las
siguientes: Inmunodifusién ©Doble, Aglutinaciétn de células
Fungales y Contrainmunoelectroforesis.

Inmunodifusiédn Doble.- los antigenos utilizades fueron A,
fupjgatus, ¢€. albicans ¢epa B y &. alblcans cepa A y los
antisueros correspondientes, obtenidos ambos en el

laboratorio de Micologia de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlain. <Campo I. U.N.A.M, De acuerdo al
resultado de las placas, se logro observar que estos
antigenos y antisueros funcionan adecuadamente.

Aglutinacién de células fungales.- la realizadién de esta
prueba requirié de: 1) sueroc hiperinmune contra C. albicans,
2) suspensién de levaduras de €. albkicans y 3} sueroc
negative. La 2glutinacién se llevé a cabo en portacbjetos
limpios al poner en contacto el suerc hiperinmune y l1a
suspensién de levaduras. El utilizar un suero negativo nos
sirvidé como control negative con el objete de verificar la
diferencia entre una placa gue presenta aglutinaciédn y una
placa gque no la presenta.

Contrainmunoelectrofeoresis.- para esta prueba se utilizaron
antigenos de Aspergillus furmigatus (somético y mnetabélico),
C. albicans v los antisueros correspondientes. Se realizaron
63 patrones distintos, obtenidos de las diferentes
combinaciones que logramos hacer con  estes antigenos ¥
antisueros.

Las pruebas anteriores son las gue los alumnos de la materia
llevaran a cabo en esta préctica, incluyendo la prueba de
intradernmoreaccién.
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