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INTRODUCCION

TAXONOMIA

En la identificacion preliminar de hongos aislados de materiales clinicos, es til
tener presente un esquema de clasificacion. Se han propuesto diversas clasificaciones,
ninguna de las cuaiég es adecuada para todos los propdsitos. E! término hongo en
general se reﬁer¢ a mohos y levaduras; técnicamente son microorganismos dentro de un
reino separado cdract;ﬁiados por la falta de hojas verdaderas, troncos o raices. Carecen
de ’clc’o»roﬁrla y por ende no pueden obtener energia de fotosintesis mas bien obtienen su
nutn’ciéﬁ a tt;avés de la absorciéon de compuestos organicos preformados, a esto se le

“conoce como quimiosintesis. Morfologicamente son unicelulares o miceliales.o,

La clasificacion filogenética no ha sido de uso practico en el laboratorio clinico
para la identificacion de hongos. Por ésta clasificacion los hongos patogenos pueden
‘incluirse dentro de cuatro filvs: I- Zygemycota; H- Ascomycota; HI- Basidiomycota; y

o IV- l)éuteiomycola.

Los Zygomycetes tienen hifas no tabicadas y se reproducen asexualmente por
medio de esporas transportadas en esporangios, y sexualmente por la fusion de dos
gametos o hifas compatibles para formar una zigospora. Los Ascompycetes tienen un
micelio tabicado y se reproducen asexualmente por conidios transportados en una
amplia varicdad de conidiaforos o sexualmente por medio de ascosporas producidas
dentro de una estructura similar a un saco denominado asco. Los Basidiomycetes son

tabicados y se reproducen asexualmente por conidios o sexualmente por basidiosporas.



Los Deuteromycetes tienen un micclio tabicado y en esta’ clase sc incluyen a todos los

hongos para los'cual o se ha ‘descubieno‘un ‘ciclo_reproductor sexual. Los estados

¥

anamorﬁcos se caract

lzan por. la reproducclon asexunl Los grupos taxondomicos

dentro de este no reﬂejan relaciones fi logenencas Se reproducen exclusivamente en

por la producclon dc conidios.m

. »Para confirmar la especie muchas veces es utilizada la compatibilidad sexual, sin
embargo, muchos hongos carecen de un ciclo de reproduccion sexual y deben
clasificarse sobre la base de la morfologia asexual y vegetativa, la fisiologia y
caracteristicas similares.

Recientemente la comparacion del DNA en base a la cantidad de guanosina y

citocina y la homologia de la secuencia han aclarado diversas relaciones.

La proliferacion como levaduras o mohos no constituye una separacion
taxondmica ya que algunos subgrupos de cada grupo taxondmico mayor contienen

especies de levaduras y hongos dimorficos.

A continuacion se presenta una lista resumida de los grupos taxonomicos de
interés especial en micologia médica. La clasificacion en los grupos principales dentro
del reino de los hongos depende en primer término del tipo de espora que se forma
después de la reproduccion sexual (estado “perfecto” o telomarfico). Los hongos a los
cuales no se les ha encontrado un ciclo de reproduccion sexual se denominan

imperfectos o anamdrficos y pueden clasificarse dentro de la subdivision de los



deutcromicetes sobre la base de su morfologia de sus estructuras reproductoras

asexuales.m

Algunas veces un hongo dado tiene mas de un nombre y ubicacion en el
esquema de clasificacion. Por ejemplo un hongo, tipicamente en su haplofase, puede
identificarse sobre la base de sus estructuras reproductoras asexuales caracteristicas
como una especie anamorfica especifica en la subdivision Deuteromycotina, pero
durante la reproduccion sexual el mismo hongo es reconocido por sus esporas sexuales
como una especie teleomoérfica con otro nombre. En muchos casos deben de retenerse

] ambos nombres porque una especie que se reproduce en forma sexual puede producir
iﬁés ‘de una forma anamorfica (asexual), como H.capsulatum que se encuentra
élﬁsiﬁéado en la familia Gymnoascaceac y Moniliaceac. A la inversa, una especie
anamorfica puede representar realmente el tipo de apareamiento de mas de una especie
teleomorfica; es decir, dos o mas especies teleomdrficas (sexuales) pueden reproducirse
de forma asexual para formar el mismo hongo anamorfico indiferenciable por ejemplo
las especies de aspergillus dan en su forma teleomoérfica diferentes especies como

Emericella y Sortorya.n




POSICION FILOGENETICA DE HONGOS MEDICAMENTE SIGNIFICATIVOS

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO/ NOMBRE y
ESPECIE ESTRUCTURA
anamorfico teleomorfico

Filo Zygomycota

Zygomycetes Entomophtorales| Entomophtoraceae | Basidiobolus
‘e Conidiobolus y
Entemophtora.
Mucorales Mucoraceae Absidia,
: ) Crunninghamella,
Mortierella, Mucor,
Phycomyces.
Pilobolus,
Rhizomucor,
Rhizopus
Syncephalastrum
_Filo Ascomycota - | ..
~..Hemiascomycetes’ Endomyceteaceae |(Geotrichum sp)* Endomyces
e o (ascosporas)
Saccharomiceceae | (C.seudotro- Kluyveromyces
picalis)* (ascosporas)

Loculoascomycetes | Myringiales Saccardinulaceae Piedraea hortae

S (ascosporas)
Microascales Microascaceae Pseudallescheria
hoydii
Plectomycetes - Eurotiales Eurotiaceae (A.nidulans)* Emericella
(A.fumigatus)* Sortorya
Gymnoascaceae | (H.capsulaium)* Ajellomyces
(Trichophyton sp)* | Arthroderma
Mycrosporum sp) | Nannizia
Ustilaginales Filobasidiaceae (C.neofor: )* Filobasidiell




CLASE

ORDEN

GENERO/
ESPECIE
anamorfico

NOMBRE y 7
ESTRUCTURA® -
teleomérfico -

Filo Deuteromycota
Blastomycetes
Hyphomycetes

Moniliales’

- Cryptococcaceae

-Moniliaceae

Dematiaceae

Tuberculariaceae

Candida

Acremonium,

Aspergillus,
Blastomyces
Chrysosporium
Coccidioides
Epidermophyton
Geotrichum
Gliocladium
Histoplasma
Microsporum
Paecilomyces
Paracoccidivides
Penicillium
Scopulariopsis
Sepedonium
Sporothrix
Trychoderma
Trychopyton
Alternaria
Aureobasidium
Cladosporium
Curvularia
Drechslera
Lxophiala,
Fonsecae
Helmintosporium
Madurella
Nigrospora
Phialophora
Rhinocladiella
Stemphylium
Ulocladium
Wangiella,

Epicoccum
Fusarium

* Designacion de génerosespecie para las formas imperfectas asexuales




Los chmcos que deben tratar a paclemes con mxcosls localcs o diseminadas, -
han hallado una clasificacion onentada segun las enfermedades, esta clasnﬁcacnon es '
més- atil, en ésta los hon;,os se agrupan en tres categonas segun eI mvel que es

afectado, estas calegorias son @) micosis superﬁciales o cuténeas, b) micosxsf

subcutaneas y ¢) micosis sistémicas.n

Las “micosis superficiales o cutd son enfermedades ﬁmglcas que

permanecen llmltadas a las capas externas de la piel, uiias o pelo, sin invadir el tejldO o
visceras mds profundas. Entre estas se encuentran las Tifias o dermatomicosis, Piedra

blanca y negra, Pitiriasis versicolor en sus dos variedades, Candidosis.

Las micosis subcutdneas estan limitadas al tejido subcutaneo profundo, con solo

raros informes de diseminacion sistémica. En estas se encuentran: Cromomicosis,

Esporotricosis, Feohifomicosis.

Las micosis sistémicas involucran visceras y pueden diseminarse ampliamente por todo
el cuerpo. Entre estas estan: Aspergilosis, Actinomicosis, Blastomicosis, Candidosis,
Coccidiodomicosis, Criptococosis, Geotricosis, Histoplasmosis, Micetoma, Nocardiosis,

Paracoccidioidomicosis, Zigomicosis. m



CARACTERISTICAS PARA IDENTIFICAR A LOS HONGOS.

Cuando se obtiene el cultivo de un hongo se deben de considerar caracteristicas
microscopicas y macroscopicas de su fisiologia para poder definir género y especie,

éstas caracteristicas varian dependiendo del medio de cultivo y temperatura en la que se

»dkesarforllan, naihkaleza de los azﬁééres, pureza de la peptona, grado de humedad, pH etc.

por lo:que; se'recomienda’ siempre para un primoaislamiento utilizar agar Sabouraud

‘para‘estudlar y: realizar. la comparaclon de caracteristicas cstandares en las mismas

i condiciones tanto de humedad, como temperatura, evitando asi contaminaciones.e
a - morfologia : macroscopica se deben de estudiar las siguientes

.-/ -*~"Forma y tamafio de la colonia

St Coldr en la superﬁcie y en el reverso de la colonia

- leus n del plgmemo al agar

- >Coloracxon

. Textura

- : ,Superﬁcxe si ésta es elevada o no
- Aspecto

- ;CO!!SA'S,t‘e"cika =,

- Rapidez de crecimientow



Para poder observar las caracteristicas microscopicas se pueden utilizar varios

métodos entre los que se encuentran:

a)

b)

Examen a través del tubo, en el_dykékgl tubo se pone debajo de la lupa del
microscopio y se o:bseny';/va_l_‘ el vborr’dékde crecimiento, éste examen es muy
rapido peré pq&) preCIso L

Examen i(lie un ;f;‘r‘x"!g}n‘enb de cultivo en el cual se toma un fragmento de la

coi,onia‘y se dilacera y se observa con azul de lactofenol. Este método puede

" destruir los aparatos esporiferos y asi dificultar la identificacion.

c)

d)

Método de cinta adhesiva transparente, el método es una variante del anterior

pero en éste casi no se alteran sus aparatos esporiferos. Se corta un pequefio
pedazo de cinta y por la parte terminal se adhiere al asa micolégica, la parte
que queda libre y por el lado adhesivo se pasa por arriba de la colonia y
luego se coloca sobre el portaobjetos que previamente contiene una gota del
colorante y se permite que el colorante suba por capilaridad para poder
desprender la cinta def asa, una vez realizado esto se pone un cubre objetos
arriba de la cinta y se observa al microscopio.

Microcultivo o cultivo en lamina, éste método es el mas preciso y permite
observar las estructuras fungicas /n situ y consiste en obtener un cultivo
sobre un porta objetos y observar el hongo bajo el microscopio, por lo que

no hay alteracion de su morfologia.



-9 .
Dentro del estudio microscapico se deben de estudiar diferentes organos

fiingicos entre los que estan:

Fllamenlos o levaduras se debe observar su grosor, bifurcaciones, si

uene septos o carece de éstos y color.
- Esporas ascxuadas y aparato conidiégeno
- E,ksporas sexuadas y estructuras donde se forman

- . Cualquier formacion anexa (ornamentaciones)e
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OBJETIVOS:

- 'Recopilar 'y'selcccionar la informacion de mayor utilidad 'y actualidad de las
. tkéc’:nkicask utiliiadés en ‘_el diafénbsiico de las micosis mas ﬁééuc‘z;Iités." o

- Propdrbionar ur; ménuvayl' édmpleto tanto en ﬁmdamemoé como en técnicas

para el diagndstico de mfcoéis que sea claro, didactico y accesible, que sea

. utilizado en élkaboyo de la ‘asignatura de micologia en la carrera de Quimico

Farmacéutico Biélogo y a los egresados que aplican directamente estos

conocimientos.



CAPITULO 1

“TIPOS DE MUESTRAS Y
TECNICAS DE APOYO PARA
LA IDENTIFICACION DE
HONGOS Y DE MICOSIS”
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FUENTES ESPECIFICAS DE MUESTRAS

1.1 Vias respiratorias bajas

Esputo: debe recogerse de una tos profunda temprano por la maiiana, poco
después de que el paciente despierta. La boca debe enjuagarse enérgicamente
exclusivamente con agua inmediatamente antes de recoger la muestra para minimizar la
concentracion de contaminantes orofaringeos . La recoleccion de 24 horas es
inaceptable ya que hay un exagerado desarrollo de microorganismos saprofitos en la
muestra.

Cuando el paciente no puede espectorar esputo, puede introducirse solucién
fisiologica o isoprotenerol en el arbol bronquial por medio de un equipo de respiracion
positiva intermitente , esto produce profundos espasmos de tos. Ya sea espontineo o
inducido por medio de nebulizaciones, deben recogerse de 10 a 15 ml de esputo en un
envase estéril con tapon a rosca y bien sellado, sin conservadores, el cual se rotula y se
envia al laboratorio.

También se puede utilizar la aspiracion transtraqueal para pacientes muy
debilitados que ﬁd sopon 4 'ﬁh"ql tratamiento de induccion.

Para e[ ?i#éﬁés;iéo d 'mﬁcyosis pulmonares invasivas la biopsia broncoscépica es
util, pan’ipulnrmehte si'k/losﬁmﬁltjrados u otras lesiones se ubican mas periféricamente en

uno o mas lobulos de los pulmones; Se sigue el mismo método de recoleccién que en el

esputo.m
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1.2 Vias genitourinarias

Orina: Esta puede recogerse por la técnica de la parte media del chorro, o con
una sonda uretral en el conector de goma blanda se pincha con agua y jeringa estériles y
se toma la muestra; nunca se deben de tomar muestras de una bolsa recolectora , la
recuperacion de hongos es dptima en la primera orina particualarmente cuando se tuvo
una abstinencia de agua de 12 horas. Las muestras de 24 horas son inaceptables ya que
existe un desarrollo exagerado de microorganismos saprofitos en la muestra.

Las muestras de orina deben ser procesadas inmediatamente o mantenerse en
refrigeracion (4°C) ya que la muestra que se deja a temperatura ambiente durante
aproximadamente | hr puede ser no atil para la identificacion de hongos dimoérficos
asociados con infecciones micoticas.

Cuello uterino o canal vaginal: Estas muestras s¢ recuperan por medio de
raspados, la obtencion de cultivos tiene un valor cuestionable por la presencia en estos

sitios de levaduras comensales que pueden desarrollar en el medio cultivo.o

1.3 Muestras cutineas

Las muestras cutaneas pueden obtenerse raspando escamas de piel con el filo de
una hoja de bisturi o portaobjetos estériles, estas escamas deben ser de los margenes
eritematosos periféricos. Los pelos pueden obtenerse con pinzas quinirgicas, aqui se
puede usar la luz de Wood para poder iluminar aquellos pelos parasitados por especies
(\'lekdermatoﬂtos. Las muestras de wufias infectadas se obtienen raspando las porciones

superficiales con el filo de una hoja de bisturi antes de recoger una muestra mas




_13;.

profunda donde es mas probable encontrar clementos micéticos.” Las muestras se

colocan en una caja petri estéril, o en un sobre. -
Los sitios de donde se toman las muestras deben limpiarse con un algodén con

alcoho! al 70% para eliminar contaminantes bacterianos superficiales.a

1.4 Muestras subcutineas

Exudados se obtienen por medio de la aspiracion de aguja y jeringa estériles.
Cuando se usa un hisopo para la recoleccion del material, debe extenderse hacia la
profundidad de la herida sin tocar los bordes cutaneos adyacentes. La muestra debe
colocarse inmediatamente en un medio de cultivo apropiado y si esto no es posible se
debe de colocar en un medio de transporte de anaerobios. Deben de efectuarse
cultivos para aerobios y anaerobios, siendo necesarios éstos ultimos para recuperar si es
que es que existen bacterias filamentosas y ramificadas del genero Actinomyces.

Trasudados: se obtienen igual que los exudados pero si es muy grande la
cantidad de liquido en ambos casos se recomienda el uso de envases estériles, a
menudo tanto Trasudados como exudados contienen sustancias semejantes a la
tromboplastina y precursores de fibrina, pueden agregarse aproximadamente 10 ml de
heparina estéril 1:1 al envase para evitar la coagulacion de la muestra. Debe dejarse
sedimentar el liquido a temperatura ambiente durante una o mas horas. Se tira el
sobrenadante y se toman alicuotas del sedimento (10-15ml) para la centrifugacion y

finalmente de 0.5-1ml del sedimento centrifugado se siembra en la superficie de medios

adecuados.m
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Liquido cefalorr ideo Es recolectado por medio de la puncion lumbar, se
p

e 1

recogen tres tubos estériles separados de LCR; el primer tubo se usa para la
determinacion de la concentracion de diversos constituyentes quimicos, el segundo para
el recuento de células y el tercero para cultivo, se utiliza el tercero ya que cualquier
bacteria contaminante introducida con el pasaje de la aguja ha sido arrastrada a los otros
dos tubos. Las muestras deben procesarse rapidamente si no es posible la muestra no
debe refrigerarse se debe de dejar a temperatura ambiente o en una incubadora a 30°C
ya que el liquido rico en proteinas y carbohidratos sirve como medio para la viabilidad
de los microorganismos.

Sangre: Cuando se sospecha de una septicemia micotica se necesitan medios
especiales para una recuperacion 6ptima de hongos. Se dispone de numerosos sistemas
de hemocultivo; sin embargo, todos los sistemas deben estar abiertos a aire atmosférico
e incubarse a 30°C para aumentar la tasa y tiempo de recuperacion.

La recuperacion de hongos de hemocultivos puede mejorarse st se usa una
botella bifasica que contiene 60 ml de caldo con infusidon de cerebro-corazén y agar
cerebro-corazén inclinado. Deben agregarse 10ml de sangre a esta botella un algodon
estéril, una aguja taponada colocada en el tapon de goma que sirva como una ventana
para el aire atmosférico e incubarse la botella en posicion vertical a 30°C. Las botellas
se examinan diariamente y la superficie del agar se inunda con la mezcla de caldo y
sangre para su cultivo. Los cultivos se incuban durante 30 dias. Si se usa solo una
botella con caldo, puede ser dificil detectar un crecimiento temprano de los hongos ya
que muchas especies no producen turbidez.

El Isolator es un sistema de centrifugacion y lisis con el cual se ha observado una

mejor recuperacion de hongos y otros microorganismos de hemocultivos. El Isolator



principales ventajaé de este sistema son que los hongos se d_eléct_anf

frecuencia y se reduce notablemente el tiempo para observar resultiados qbienldps.(n) has

1.5 Muestra de tejidos

Biopsias: Se obtienen por medio de cimgié ya sea en el quirdfano o en el
consultorio, y estas muestras deben colocarse en una gasa estéril de 4x4 humedecida
con solucion fisiologica, si la muestra no puede procesarse, se debe colocar en un
envase que tenga tapa para evitar que se reseque. No se deben de colocar en solucién
salina para inyeccion que contengan sustancias antimicrobianas.

Las muestras deben homogenizarse antes de que se inoculen en el medio de
cultivo. Se deben de inocular aproximadamente 0.5-1 ml del homogenizado y se incuba
a 30°C.

Meédula dsea: Se obtiene por medio de aspiracion o biopsia, por medio de la

aspiracion se realiza un frotis y luego se retiran de 3-5 ml y se ponen en un tubo estéril

con heparina 1:1000. La medula obtenida por biopsia sigue el mismo tratamiento

anteriormente descrito.m
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1.6 INOCULACION EN ANIMALES

La inoculacion en animales se usa en investigacion, pero también puede ser util
de diagnostico (las inoculaciones experimentales se hacen indistintamente con el
material infeccioso o con cultivos). Los animales que se usan mayormente son conejos,

ratas, ratones, cobayo§ y hémsters;

Para la inoculacién se prepara una suspensién del hango problema (ya sea del
material infeccioso o del 'gultivo, si es del material infeccioso se le agregan antibidticos

como cloramfenicol,Cwlohexaiﬁida) en solucion salina, unos 100mg/ml.

Esta solucién puede ser inoculada por diferentes vias como:

C-- Subcqténea
- lnt'ravénosa
- Intraperitoﬁeal
- Intratesticular
- Intracraneal

- Superficial

SUBCUTANEA: Se sujeta al animal y se le alza un poco la piel y se inyecta con aguja

" de insulina en esa area sin llegar al masculo.
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INTRAVENOSA: Es mas sencilla en los congjos y se inocula inyectando en las venas

del pabellon auricular, -

1}[N:1‘RAPE‘RI’TONEA‘L:.; Se sbsvtienév al énimal inmovilizandole la cola y las patas,

~ ponienda de manifiesto el abdomen; se inclina al animal con la cabeza hacia abajo para

-.que los Organos y visceras no se lastimen y se inyecta en la linea media del abdomen.

INTRATESTICULAR:Z:' Se. présiona la cavidad abdominal para hacer visible los

testiculos para inyectar la suspension.

IN’I’RACEREBRA : Se aneslesna al animal con éter o cloroformo, se inmoviliza la

en la parte posterior del craneo en la parte derecha 0.02ml de

muést!‘a. La mtjer’tc en las prlmeras 24 horas indica traumatismo por la inoculacién.

':TNTRAMUSCULAR: Se agarra al animal inmovilizando la cola y las patas y se le
-~ inocula en musculo sin llegar a hueso, esta inoculacidn se realiza sobre todo en el muslo

con jeringa para insulina.

SUPERFICIAL: Esta sdlo se usa para dermatofitos se depila y escarifica la piel del
animal en donde se va a inocular, después de esto se unta con miel de abeja (esta
contiene al derma(oﬁto).

La presencla de lesiones es indispensable para asegurar la patogenicidad del

hongo S| despues de un tiempo el animal no muere se sacrifica. En la necropsia se



intenta obtener ¢l cultiva del hongo inoculado (retrocultivo) y otra parte de los érganos

se fija para el estudio histopatologico.

se aumenta la virulencia del microorganismo.

““También actualmente se ha comprobado que la inoculacion en huevos de gallina

es un medio bueno para el primoasilamiento de hongos patégenos y para su cultivo en la

{o _qﬁe usando el 5% de mucina gastrica de cerdo en la suspension

forma en la cual parasita, esto por la temperatura y los nutrientes que tiene el huevo.

EJEMPLOS DE ANIMALES QUE SE USAN PARA DIAGNOSTICO DE

ALGUNAS PATOLOGIAS Y TIPO DE INOCULACION

ANIMAL

TIPO INOCULACION

PATOLOGIA

Cobayo

Intratesticular

Blastomicosis
Coccidiodomicosis
Histoplasmosis
Paracoccidioidomicosis

- Intraperitoneal Histoplasmosis
L P L Criptococosis
Cromomicosis
Esporotricosis (Macho)
> Intracraneal - Criptococosis
avenosa Criptococosis :

Intraperitoneal

Esporotricosis (Macho)

Hamsters " Intraperitoneal Esporotricosis (Macho)
Cobayo Superficial Dermatomicosis
Raton Intramuscular Micetoma
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1.7 LUZ DE WOOD

La luz de Wood es un recurso para el diagnostico de micosis superficiales en el
consultorio, se utiliza sobre todo para casos de tifia de la cabeza, pero existe un
inconveniente de que no todos los agentes causales generen fluorescencia ante esta.

Cuando se examinan los pelos es importante tomar en cuenta que se pueden
generar falsos negativos cuando estos pelos tienen petrolatos (brillantinas, pomadas,
etc) ya que se genera fluorescencia azul-violeta, o cuando el paciente por algin proceso

tiene un exceso de descamacion o cuando el cuarto o consultorio esta muy iluminado.

La luz de Wood es luz ultravioleta de muy baja frecuencia (radiaciones de unos 365 nm)
que al ponerse en contacto con los agentes causales que contienen sustancias de tipo
porﬁﬁ'nicas, en el caso de los dermatofitos la sustancia fluorescente es la pteridina la
cual es un compuesto organico con estructura ciclica que cuando se irradia con una
longitud de onda adecuada, quedan excitados los electrones dentro de la molécula y
cambian hacia un estado de mayor energia y cuando los electrones vuelven a su estado
basal, la energia se libera en forma de fotones, cuyo nivel energético es menor (mayor
longitud de onda) que el de la luz excitante, poniendo de manifiesto e! grado de

parasitacion.a.an
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Estructura basica dc las porfirinas
PATOLOGIAS EN LAS CUALES SE UTILIZA PARA SU DIAGNOSTICO
1) Tia de la cabeza
2) Pitiriasis versicolor

3) Eritrasma

FLUORESCENCIA DE ACUERDO A LOS DIFERENTES TIPOS DE PATOLOGIAS EN LA

QUE SE USA PARA SU DIAGNOSTICO

Tifia de la cabeza

Microspoérica Verde

Favus Amarillo-verdosa

Tricofitica No hay fluorescencia
Pitiriasis versicolor Amarillo-verdosa
Eritrasma Rojo coral

Fluorescencia con Luz de Wood(6)

*Lampara de Juz de 365nm en cuarto obscuro.
*En ¢l caso de critrasma los pacicntes no deben baflarse cuando van a ser expucstos a la luz ya que la

ia fluc cs al agua

! TESIS CON

| FALLA DE URIGEN
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1.8 METODO DE KJELDAHL

Con éste método se determina la cantidad de Nitrogeno que existe en una

muestra cualquiera que ¢sta sea.

Procedimiento:

La muestra se digiecre con acido sulfiirico concentrado, sulfato de potasio que
ayuda a la oxidacién por la elevacion de la temperatura de ebullicion y un catalizador
metalico.

Terminando la oxidacion el nitrogeno se convierte en sulfato acido de amonio,
después se alcaliniza ésta solucion. (Cuando se emplea mercurio como catalizador
metalico se debe de utilizar tiosulfito de sodio para evitar que se formen complejos
amoniacales de mercurio). El amoniaco liberado se destila con vapor de agua y se
recoge en un vaso con acido borico o con una cantidad conocida de solucion valorada
de acido clorhidrico; y la cantidad de amoniaco destilada se determina por acidimetria y

éste va a ser directamente proporcional al nitrogeno de la muestra.an
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1.9 FENOMENO DE SPLENDORE-HOEPPLI

Este fendmeno corresponde a una reaccion que se lleva acabo entre el antigeno y el
anticuerpo. El fendmeno consiste en que las estructuras fingicas se encuentran rodeadas de
material eosinofilo fibrinoide con una distribucion radiada. Este fenomeno es caracteristico
de varias patologias, pero, sin embargo puedo ser un elemento inespecifico y presentarse en

cualquier hongo o parasito.«

_ PATOLOGIAS EN LAS QUE ES CARACTERISTICO
EL FENOMENO DE SPLENDORE-HOEPPLLI

‘Micetoma ... |- Este fenémeno es el que forma las clavas
: o en los granos actinomicaticos por
Nocardia y Actinomyces.

Esporotricosis El fenomeno se observa rodeando a una
levadura y da lugar al conocido cuerpo
asteroide.

Ficomicosis Aqui el fendmeno se presenta rodeando
a un filamento.

TESIS GO
FALLA DE CRIGEN
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1.9.2 llustraciones

Fendmeno de Splendore-Hoeppli cn Esporotricosis ¢,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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1.10 MICROCULTIVO

Et microcultivo puede hacerse en un cubreobjetos o en un portaobjetos. La

técnica de cultivo en cubreobjetos es la siguiente:;. :

Se trasplanta el trozo de un culuvo esporulado a estudiar en un tubo que

contenga el medio de cultivo hcuado, Iuego con'un aaa se depositan varias gotas de este

medio en el centro de un cubreobjelos. y se—las,cxtlende circularmente, después se

introduce en una camara himeda, en donde deja.que se madure , se incuba a 37°C

durante una semana con el objéto de hacer ‘ql'.lke él cultivo se seque y se adhiera
perfectamente al cubreobjeto, cuando‘se seca se fija el cultivo con alcohol etilico y se
deja evaporar, una vez que esta fijado se le pone una gota de lactofenol y se le bordea
sobre un portaobjeto con luten de R. de Noyers. , el preparado puede colorearse de

diferentes maneras.

Otro método es el de Henrici, el cual consiste en realizar tres bordes en un
portacbjeto esterilizado con parafina o con luten de R. de Noyers, dejando un espacio
aproximado del tamaiio de un cubtreobjeto, luego se adhiere con calor un cubreobjeto,
para que se tenga una camara, ésta se llena con una pipeta Pasteur hasta sus dos tercios

con una suspension de esporos en medio gelosa licuado, y se deja incubar.m



MICROCULTIVO ILUSTRADO

A: Obtencion de discos dé agar estéril

B: Preparaclon de una camara de hiimeda estéril usando una Caja pelrl con agar agar al 2%
colocando un ponaobjelos estéril encima .

C: Metodo ahemauvo en donde se coloca papel filtro en el tondo de la caja y el
ponaobjetos se apoya en varillas de vidrio. Los discos y ¢l papel se mamlenen humedos con
‘ ag,ua estéril durante el periodo de incubacion .
) ] Colocacnon de los discos de agar en el portaobjetos

" E: Inoculacion de la superficie del bloque de agar , se inoculan cuatro cuadrantes.

F: Colocacion de un cubreobjetos encima del bloque del agar antes de la incubacion
G: Aspecto de un microcultivo

- H: Colocacion del cubreobjetos de un microcultivo en azul de lactofenol para el examen
microscopicom
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1.11 EXAMEN DIRECTO CON KOH AL 10%

El alcali fuerte desintegra cualquier tejido y moco de kla muestra en la que se
presume que se encuentran los hongos, ya que ei alcali fuerte desnaturaliza a la
queratina, por lo que permite observar si es que estan presentes en estas, las estructuras
fungicas no se desintegran ya que la paréd 'de los hongos esta compuesta en su mayor

parte por quitina y ésta no es sensible al alcali.s

MONTAJE CON KOhn

1.-Colocar una gota de KOH al 10% (se puede
realizar con KOH al 20%). En un portaob-
jetos, y mezclar con una pequeiia cantidad
del material a examinar:

(piel, raspado de uiias, pelos,etc).

2.- Pasar suavemente el portaobjetos a través
de la llama baja de un mechero Bunsen pa-
ra facilitar el aclaramiento (no hervir).

3.- Se coloca un cubreobjetos sobre la gota y
dejar reposar a temperatura ambiente unos
30 min, si la mucslra cs gruesa o viscosa.

4 .- Examinar al microscopio en busca de es-

tructuras fungicas como hifas.
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- PATOLOGIAS EN LAS CUALES SE UTILIZA PARA SU DIAGNOSTICO Y

TIPO DE PARASITACION
PATOLOGIA TIPO DE PARASITACION OBSERVACION AL MICROSCOPIO
Tinca capitis Endotrix (espaoras en ¢l interior
(tifia de la cabeza) det pelo)
Ectotrix (esporas en ¢l exterior

del pelo).
En algunas ocaciones sc llega
a observar filamentos

T

Tinea corporis
(Tifa del cuerpo)
Tinea cruris
(Tina de la ingle)
Tinea manum
(Tifia de la mano)
Tinea pedis

(Tidia del pie)
Tinea unguium
(Tifla de las uiias)

. g

Fil )$ y artrocc

Ve

&

Tinca barbae

(Tifia de barba y

bigote)

Tinea nigra Filamentos macrosifonados

(Tifa negra) tabicados de color verde o L°

marron.

Tricomicosis

Concreciones bacterianas
alrededor del tallo piloso

ﬁ

Micetoma

N.asteroides, N.brasiliensis
N.otitis-cavarium granos
microsifonados de 50-150p
color blanco-amarillento
forma fetoide/arrifionado
con clavas en la periferia

A.madurae Granos de 0.5-
5mm de color blanco-amari-
llento, forma redonda irregu-
far, de consisiencia blanda,
se observan flecos.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




PATOLOGIA N

TIPO DE PARASITACION

OBSERVACION AL MICROSCOPIO

A. pelletieri grano microsi-
fonado de 200-400 , color
rojo coral, redondo.

S.somaliensis. Grano de 0.5-
imm, color blanco grisaceo
de forma redonda y muy duro

Granos cumicéticos negros
de tamafio grande 0.5-5mm
de forma irregular de color
negro o café ocre con filamen-
tos.

(M.mycetomatis, M.grisea
E. jeanselmi).

Granos eumicéticos blancos
son de tamafio grande 0.5-3mn]
hialinos, de forma irregular, de|
color blanco-amarillento.
(P.boydii, Acremonium sp.,
Fusarium sp.).

o|@

5

.

\
{

. Piedra blanca Concreciones alrededor del
. i pelo formadas por esporas
: Piedra negra Nddulos pigmentados café

con ascas con 2 0 mas ascos-
poras.

Cromomicosis

Células fumagoides, estruc-
turas morenas de doble
membrana.

Rinosporidiosis

Esférulas de 300-400n

Lobomicosis

Levaduras en cadena de 8-12p]

Coccidiodomicosis

Esférulas de doble membrana
de aproximadamente 20-70u

TESIS CUN

FALLA DE ORIGEN
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PATOLOGIA TIPO DE PARASITACION OBSERVACION MICROSCOPICA '+~

Histoplasmosis Levaduras intracelulares, poco
" Americana y africana [util en la americana porque
: son muy chicas, de doble
membrana

Paracoccidioidomi- Células multigemantes

cosis. como “ratén miguelito™,
“huella de 0so™, “timén de
barco™.

. Blastomicosis Levaduras multigemantes
e del mismo tamaiio que la
célula madre

"' Candidosis C.glabrata (++++)
A T blastoconidias, C.albicans, Y Xod

C.rropicalis, C.krusei,
C. parapsilosis pseudohifas a s
: : y blastosporas. 7 ad
*~Geotricosis Hifas tabicadas con artrosporas r et |
Entomoftoromicosis —
~Conidiobolomicosis | Hifas cenociticas =

‘- Basidiobolomicosis | Hifas anchas de pared gruesa i
: con pocos septos y algunas /’

granulaciones.

Feohifomicosis Filamentos macrosifonados
ruesos de color café y en oca- /‘{?‘/

ciones acompaiiados de blastos-

poras
Queratitis micotica Lusarium sp y Aspergillus sp /é ’
e hifas anchas tabicadas y poco
ramificadas. Candida psuedo- Lo
filamentos y células gemantes / hndd
Otomicosis Aspergillus sp, hifas microconid Z
: dias y pueden llegar a existir /? in
cabezas aspergilares. Candida, ks
blastosporas y pseudohifas. En ’,‘.‘ S .,
el resto de los hongos no se ob- - *

servan formas de reproduccion,
solo hifas tabicadas.

TESIS Co
FALLA DE ORIGEN
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PATOLOGIA TIPO DE PARASITACION OBSERVACION MICROSCOPICA

Hifas cenociticas anchas y de
pared gruesa, y dicotomisadas.

A

Mucormicosis

¥
b

Aspergilosis En el caso pulmonar se ven hifag
conidias y cabezas aspergilares,

cn onicomicosis y tlceras necro-

ticas hifas delgadas,tabicadas y
hialinas

A
\

TESIS COH
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ILUSTRACIONES

e ES . L el
A ) .

Nilmen directo con , OH de Coccidioidom E AT} (Y 2 Noca
icasis
E d K de C dioido xacn directo de una N 1
sdiosis

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




CAPITULO 2

“ TINCIONES”
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2.1 INTRODUCCION A LAS TINCIONES

Para teiiir los microorganismos se dispone de un gran nimero de compuestos
organicos coloreados (colorantes). En general, estos compuestos son un tanto
complejos en cuanto a su estructura molecular, de acuerdo con estos se pueden clasificar

en grupos como colorantes de Trifenilmetano, colorantes de oxacina y colorantes de

tiacina.

Una clasificacion mas practica para el citologo es de acuerdo con el
comportamiento quimico del colorante, es decir, acido, basico y neutro. Un colorante
acido (anionico) es aquel donde la balanza de la carga sobre el ion colorante es
negativa; un colorante basico (cationico) es aquel donde la carga llevada por el ion
colorante es positiva. Un colorante neutro es una sal compuesta de un colorante icido y
un colorante basico, como el eosinato de azul de metileno. En general, los colorantes
acidos tifien a los componentes celulares basicos y los colorantes basicos a los

componentes celulares acidos.

El proceso de la tincién supone una reaccion de intercambio de iones entre el
colorante y los sitios activos de la superficie o del interior de la célula. Los iones tefiidos
del colorante reemplazan a otros iones en los componentes celulares. Algunos

agrupamientos quimicos de proteinas y acidos nucléicos celulares pueden participar en
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la formacion de sales con iones carg,ados posmvamente con Na+ o K+ y de ésta

manera es posible ver éstas éreas perlferlcas de la célula que llevan una carga negatlva

en combinacion con iones cargados posmvameme Ejemplo:

(cdlula ™) Nty

En un colorante basico, el ion coloreado esta cargado positivamente (cation); si
representamos este ion por ¢l simbolo MB+ que en realidad es una sal, esta sal puede

ser un cloruro y se puede representar asi:
MB+ Q1

El interacambio i6nico que tiene lugar en la célula durante la tincién se observa

mediante la siguiente ecuacion en la cual el cation MB+ reemplaza al cation Na+.
“(oélula T) (Na#) + (MBH) (C1 T )y (célula ") (MB#) + (Na+Cl ")

¥ Esta ‘es una forma general de dar explicacion al porque se tiiien las células de un

color o de otro Los colorantes acido no tifien a la célula y por tanto pueden ser usados

L para lmpamr un fondo de contraste Los colorantes basicos tifien las células bacterianas

umformemente, a menos que el RNA del citoplasma sea destruidoan
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2 2 TINCION CON HIDROXIDO DE POTASIO Y AZUL DE PARKER
Es |gual que en el montaje con KOH se desintegra el tejido, ya que se

: desnaturahzan Ias proteinas, pero la diferencia es que aqui se tiiie la estructura del

azul, ya que la tinta es acida y va a colorear los compuestos basicos de los

0s, esta tincion sirve para poner de manifiesto a los hongo's lipofilicos (P.ovale y

fPorblculare) Porque contienen en su pared compuestos con los que realizan

i complejos coloridos.

METODO:
Reactivos:
a) Hidroxido de potasio al iO% : 9gf de hidréxido de potasio
.- 90ml de agua destrilada
b)Tinta azul de Parker 10ml

Mezclarayb

TECNICA DE TlNélON<4y
1.-Colocar una gota de la mezcla a/b en un
portacbjetos, y mezclar con una
pequefia cantidad del material a examinar:
(piel, raspado de uiias, belos,etc).
2.- Pasar suavemente el portaobjetos a través
de la llama baja de un mechero Bunsen pa-

ra facilitar el aclaramiento (no hervir),
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3.- Sc coloca un cubrcobjetos sobre a gota y

dejar reposar a temperatura ambiente unos

30 min, si la muestra es gruesa o viscosa.

4.- Examinar al microscopio ¢n busca de es-

tructuras fungicas (blastopsoras y filamentos).

PATOLOGIAS EN LAS CUALES SE UTILIZA PARA SU DIAGNOSTICO Y

OBSERVACION AL MICROSCOPIO

PATOLOGIA

OBSERVACION AL MICROSCIPIO

Pitiriasis versicolor

Blastosporas y filamentos cortos conocidos
como “albondigas con spaguetti’

Dermatitis seborréica
(I’ityrap.wmm sp)

Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4pt
por !-2m de ancho con gemas pequeiias.

Psoriasis. - i
- (Pityropsorum sp) .

Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4p
por 1-2m de ancho con gemas pequeitas.

' Foliculitis :
(Pityropsorum sp)

Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4p

“:- por 1-2m de ancho con gemas pequeilias.

: Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4u

" por 1-2m de ancho con gemas pequeiias.

- Dacriocistitis ."
" (Pityropsoru,

- Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4p

por 1-2m de ancho con gemas pequeiias.

: Oni;:omig:)sis'
= (Pityropsorum sp) === =5

Blastosporas ligeramente alargadas de 2-4p
por 1-2m de ancho con gemas pequeias.
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2.3 TINCION DE PAS (Acido peryddico de Schiff)

Es una tincion diferencial, que permite observar las estructuras fiingicas en color
rojo, esto es, ya que los grupos hidroxilo adyacentes de los polisacaridos de las
membranas fungicas en presencia del acido peryddico de Schiff se oxidan a aldehidos.

Se usa un colorante de contraste o de fondo que es el verde de malaquita o verde

brillante, este colorante no reacciona con las estructuras fungicas.e

METODO

Reactivos:
a) Acido peryddico: Solucién acuosa al 1% de acido peryddico
acido peryodico lgr
agua destilada 100ml
b) Reactivo de Schiff: Fucsina basica 2g. Disuelta en agua destilada
hirviendo  400m!
Dejar enfriar hasta 50°C y agregar 10ml de HCl 2N y
metabisulfito de sodio anhidro, 4g.
Dejar la solucion en reposo en la obscuridad durante la
noche y agregar entonces 1g de carbon animal, filtrar
Si al extender el colorante y secar toma un color rosa, agregar

15ml de HC! 2N.
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¢) Agua sulfurosa: Agua destilada 50ml
Acido clorhidrico concentrado 0.5ml

Metabisulfito de sodioO.}Zg;

TECNICA DE TINCION:c.»

- Desparafinar

- Lavar con alcohol absoluto

- Lavarcon alcohoi glv 70% :

- Acido peryéy copor 5 ;riin. a temperatura ambiente

"< "Lavar con

- ;Cubrilf con reactivo de Schiff de 15-45 min.

rosa (3 éﬂ_ds de Smin. c/u).

- Lavarconagua bof 10 min.

- ) Tmmén de fondo ( verde de malaquita o brillante al 0.02%).
s ‘Lavkar con agua

- Lavado con alcohol absoluto

- Lavado con Tolueno

- Balsamo de Canada

- Cubrir con balsamo de Canada y cubre objetos.
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2.4 TINCION DE GROMORI-GROCOTT

Es una tincion especifica ya que, la impregnacidn argéntica con nitrato de
metenamina de plata colorea intensamente las paredes del hongo, no asi las fibras
reticulares ya que en presencia de acido cromico los grupos hidroxilo adyacentes de los
polisacaridos en la pared celular micética se oxidan a aldehidos y estos forman un

complejo obscuro de nitrato de plata-metenamina. a»

METODO «x

Reactivos:

a) Solucién nitrato de plata(Sml): hexametilenotetramina al 3% (100ml)
el precipitado blanco desaparece me-
diante agitacion. Se diluyen 25ml de
ésta solucion en 25mli de agua desti-
lada. Al momento del empleo se agre-
gan 2ml de Borato de sodio al 5%.

(se prepsara en el momento)

b) Agua acidulada: Agua con acido acético 1:500
c) Acido crémico al 5%

d) Bisulfito de sodio al 1%

e) Cloruro de oro al 0.1%

f) Tiosulfato al 2%
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TECNICA DE TINCIONwn

- Desparafinar

- Enjuagar con agua destilada

- Oxidar durante 1hora en acido cromico al 5%

- Lavar con agua

- Bisulfito de sodio al 1% para eliminar el exceso de acido cromico

- Lavar con agua 5-10min. k ’

- Agua destilada 3 o 4 veces

- Solucion de nitrato de plata, dejar a 58°C de 30-60 min. (loé corte toman color
amarillo castafio) '

- Enjuagar con agua bidestilada 6 veces

- Cloruro de oro al 0.1% de 2-5 min.

- Enjuagar con agua bidestilada

- Fijar la plata con una solucidn de tiosulfato al 2% de 2-5 min.

- Agua corriente

- Agua acidulada

- Verde brillante (tincion de fondo o contraste)

- Carbonato de litio

- Enjuagar con agua destilada

- Enjuagar con alcohotl absoluto.

- Tolueno y balsamo de Canada
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2.5 TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

Esta técnica de tincion es una técnica diferencial ya que se utilizan dos tipos de
colorantes una basico como la hematoxilina y uno acido como la eosina, la hematoxilina
va a reaccionar con compuestos acidos como la cromatina nuclear de las células y la
gosina feagciona con substancias basicas como estructuras citoplasmaticas.aa
' __ Al igual que otras tinciones el colorante dcido (eosina) va a reaccionar con los grupos
hidroxilo de los polisacaridos de la pared del hongo, pero en otros casos la hematoxilina
es la que va a teilir la pared por lo que se demuestra que no se puede generalizar ya que
cada microorganismo es diferente. Un ejemplo de esto son los granos de micetoma en la
que cada especie se tifie de diferente manera debido a sus caracteristicas fisicas como

dureza, tamaiio y quimicas como estructura de la pared,etc.

METODO:w

Reactivos:
a) Hema(oxilina_ al 0.2%
b) ‘Alcohol clt;rhidfi\co
¢) Azafrin alcoholico al 2.5%

c) . Eosina azulosa 1:5000
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TECNICA DE TINCION,

’ - Hematoxilina al 0.2% por 10 min.
- Lavar con agua por 10 min. :
- Diferenciar con alcohol clorhidrico‘
. Azular con carbonato dé litio
- - Eosina azulosa 1:5000 por 5 mln
- Azafran alcohéliqo al 25% (solounas gotas)
- Encasode cbloraéi’éh:ekkcersivé agrégar alcohol absoluto o del 96
- . Tolueno -

- - Resina



2,6 MICOSIS Y TIPOS DE MUESTRA EN LAS QUE SE PUEDEN UTILIZAR LAS
TINCIONES DE PAS.GROCOTT ¥ HEMATOXILINA-EOSINA PARA 5U DIAGNOSTICO.

MICOSIS TINCION MUESTRA QBSERVACION MICROSCOPICA

P.versicolor | PAS Biopsia Proceso ligeramente inflamatorio,
las  estructuras  fungicas se
encuentran en la capa cornea y se
observan flilamentos y
blastospoaras en capa cornea.

Tifia negra | Hematoxilina- Biopsia Se observan hifas y esporas pig-

eosina (nu se utilizn muche) | mentadas en capa cornea
Dermatofito-1 PAS, Grocott Biopsia Sc observan esporas y tilamentos

SIS

(cusus profundos)

kon un proceso inflamatorio
en capa cornca.

Micetoma

Hematoxilina-
cosina

Biopsia

Granuloma cronico inespecifico en
dermis, en epidermis hay un infil-
trado granulomatoso con micro-
abscesos de PMN acompaiado de
plasmocitos y linfocitos, en los
microabscesos se encuentran las
estructuras fungicas conocidas
como granos, pero cadaagente
etiolégico se tifie diferente.

Granos__de  Nocardia_sp: Son
lobulados se tifien ligeramente en
la periferia de lila (hematoxilina)

y en el centrotoma la cosina
(rosa)

Grano__ d.madurae:  Es  grande
tiene gran afinidad por la
hematoxilina por lo que es de
color lila o violeta intenso

Grano A.pelleticri:  Es  grande
tiene poca afinidad por la
hematoxilina, en el centro queda
ligeramente palido v su disposicion
es caracteristica, porque deja
espacios o hendiduras dando el
aspecto de “plato roto™
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MULSTRA

LXAMIN MICKROSCOICO

TINCION

Grano Ssomgalivisss: Es  grande
se tific poco con la hematoxilina,
es de consistencia muy dura por lo
que da una apariencia de “papas
rufTles™ al contarse en el microtomo

Grang ALmycetomaris: Es grande
macrosifonado sc tifie ligeramente
y de mancra uniforme con la
eosina, su consistencia puede

ser filamentosa o vesiculosa.

rano Al griseg. Grande, macro-
sifonado, se tifle con la eosina en
la periferia yen ¢l centro
ligeramente con la hematoxilina,
presenta gran cantidad de
vesiculas.

ranos de P boydii(S.apiosperum,
deremoniwm_sp (Cephalosporium)
y lusariim sp. No toman la

hematoxilina y en cambio si la
eosina, pero solo por la
periferia quedando el centro
decolorado.

Esporotricosi

. PAS, Grocott -

Biopsia

En ocasiones células gemantes
en medio de cuerpos asteroides y
un halo de irradiacion compuesto
de material cosinofilico;, hay una
combinacion de imagen
granulomatosa y reaccion

pidgena

Coccidiodo-
micosis

PAS, Grocott
Hematoxilina-
cosina

Biopsia

La presencia de las estructuras
fungicas se encuentran por lo
general en los granulomas; éstas
estructuras son esférulas

con endosporas




AT

EXAMEN MICROSCOPICO)

MICOSIS - TINCION MUESTRA
Histoplas- .PAS, Grocolt Espulo secrecioney Se observan estructuras

mosis{"

levadu-
riformes dentro de PMN que
miden entre 1-2 pt de diametro con
un halo refringente que simula una
capsula de ahi ¢l nombre del

s vico

i Biopsia

Son de utilidad en casos
mucocutancos y ganglionares,

se observa una reaccion
inflamatoria con numerosos PMN
y macrofagos con levaduras
intracelulares.

: Hlstoplasmo- :
sis
Afncana

Granuloma tuberculoide con gran
cantidad de células gigantes(200p)
llenas de acimulos de levaduras de
tamaiio grande (10-15 p)

= Paracoccldlo-{ ‘
; mlcosns

Sec observan granulomas tubercu-
loides formados por células tipo
Langhans, a cuerpo extrafio y
epiteloides, linfocitos y micro-
abscesos de PMN ; a este nivel
se encuentran los elementos
fungicos que son células
multigemantes.

‘Blastomicosis

... eosina’

PAS, Grocott Biopsia Granulomas compuestos por
Norteameri- | Hematoxilina- células gigantes, epiteloides y
s cana eosina linfocitos cn el centro de esta
imagen se encuentran las células
monogemantes de paredes gruesas
unidas por una base ancha,
estas son las estructuras fingicas.
Actinomicosi$ PAS, Grocott Biopsia A la histopatologia se observan
: granos microsifonados de gran
tamaiio(50-3000p).
Rinosporidio{. PAS.Grocott : Biopsia Reaccion inflamatoria cronica
: sis Hematoxlhna- células gigantes dispuestas alrede-
de los elementos fungicos (esféru-

las de100-300 i de diametro con
doble membrana y artroconidias.
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MICOSIS

TINCION

MIIESTRA_

Lobomicosis

PAS, Grocott -

Biopsia

Granulomas subepidérmicos for-
mados por histiocitos, células
gigantes y extensas zonas de
fibrosis hialina , las estructuras
fangicas por lo general se
encuentran dentro de los macrofa-
g0s y células gigantes, las estruc-
turas son células de aspecto
levaduriforme monogemante o
con disposicion en cadenas

Candidosis -

PAS, Grocott

Exudados,escamas,
sangre,esputo,oring
LCR,etc.

Grandes acomulos de blastosporas
de aproximadamente 2-4 u de
diametro  y pscudomicelios
cortos o largos en caso de ufias
solo se observan blastoconidias en
acamulos

Biopsia

S6lo en casos cutaneos profundos
hay  granuloma  tuberculoide
acompaiiado de estructuras
fungicas (blastosporas y pseudo-
micelios).

Criptococosis|

PAS, Grocott
Hematoxilina-
v eosing

Biopsia

Invasian histiositaria por leva-
duras de formas irregulares con
lyemas simples unidas por
tallo capilar rodeadas por una
capsula mucoide gruesa, también
puede llegar a darse la extrafia
asociacion de formas esféricas e
hifas.

un

“Geotricosis (" ||

Biopsia

Granuloma tuberculoide con hifas
tabicadas y artroconidias, éstas
pueden darun aspecto redondea
do por lo que puede confundirse
con Candidosis.

Mucormicosi$’

Biopsia

Se aprecia trombosis arterial y ne-
crosis y pequefias zonas de infar-
tacion, no importando el agente
etiologico se presenta con clasicas
hifas cenociticas dicotomisadas de
10-2511 de diametro

nBSEmLAﬂnN_LﬂCRDSC.QEICA______._-'
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- MICOSIS

TINCION

MUESTRA.

ORSERVACION MICROSCOPICA

Conidiobolo-
micosis.

PAS, Grocott

Biopsia

En lareaccion inflamatoria aguda
y cronica en la cual se encuentran
los elementos fingicos fagocitados
estos son hifas cortas grucsas de
8-20m de didmetro cenociticas o
con pocos septos, es caracteristico
un halo eosinofilico conocido co-
mo fenomeno de Splendore-
Hoeppli (Ver pag 22)

Aspergilosis

PAS; Grocott ~

ilin

Hematoxi

. Biopsia

Granulomas inflamatorios en itlce-
ra cutinea,necrosis, el agente etilg
gico aparece en forma de hifas
tabicadas, en caso de micetoma se
presentan granos eumicéticos.

. Queratitis e
Micatica

PAS, Grocott

Escamas de tilcera
corneal

Hifas anchas ,casi siempre
tabicadas poco ramificadas
(lusarium  y Aspergitius spy
Células gemantes y ) pscudohifas
(C.albicans).

. Biopsia

Proceso inflamatorio agudo y
supurativo con zonas de necrosis
coagulativa, se observan hifas
alineadas paralelamente a las
laminas de la corea y membrana
de Descemet.

Basidiobolo-
‘micosis.

PAS, Grocott -
Hematoxilina- -
: “eosina,

-+ Biopsia

Proceso inflamatorio a nivel de
dermis y tejido subcutianeo con
areas de necrosis, numeros eosing
filos, células epiteolides y gigantes
lo que hace el diagnostico es la
presencia de hifas cortas gruesas
cenociticas 0 con pocos septos
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2.7 TINCION DE GRAM

Esta tincién pone de manifiesto a los mlcroorgamsmos dependrendo dc su pared
celular ya que en base a esta tincion estos s¢ dmdcn en grnmposmvos y gramncgauvos

dependiendo del colorame que retenga ya que esta es una uncwn dlferencnal esta

retencion se debe a las dlferen ias que exnslen cnlrc las par es celulares dc cada una,

l‘ipoypohsacandos(u'

'REACCION Y APARIENCIA DE LAS BACTERIAS DURANTE LA TINCION

"% Soluciones aplicadas Grampositivas .. | ..~ Gramnegativas
. por orden : :

1: Cristal violeta (CV) [ Las bacterias se tifien de | Las bacterias se tifien en violeta
violeta .

2: Solucién yodo yodu- | Complejo CV-I se forma} Complejo CV-I se forma dentro
rado (1) dentro de las bacterias, de las bacterias

LUGOL las bacterias 1as bacterias permanecen violeta

permanecen violetas.

3: Alcohol-cetona Las paredes celulares se Extraccién de lipidos de la pared
deshidratan, hay retrac- celular, aumento de porosidad,
cion de los poros, la per- | CV-I sale de la bacteria.
meabilidad disminuye,

el complejo CV-I no pue-
de salir de la bacteria,
permanccen violeta.

-.4: Safranina Los microorganismos Los microorganismos toman
permanecen violeta este colorante y se tifien de rojo.
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METODO.
Reactivos: Solucion de Cristal violeta: ‘a) Crisnil violeta 2gr.
Alcohol etilico al 95% , 20 ml
b) Oxalato de amonio 0.9gr
‘ Agua destilada 80ml
Meéglarsolucién Ay B y dejar reposar 24h antes de usar.
Safranina: a) Si:aif‘nja‘r‘li'na 25 gr
_ ‘Ai’.c‘/:o»lﬁl'oyl etilico 100m]
b)‘ l O ml de solucion A y 90 ml de agua destilada
Lugol: Yoduro de potasio 1gr
Cristales de yodo 1.5gr
Apgua destilada 100ml
TECNICA DE TINCION o»
1. - Realizar frotis y fijar con calor
2. - Cubrir con Cristal violeta por 1 minuto
3. - Lavar con agua destilada, no secar
4. - Cubrir con yodo de Gram (lugol) por I minuto
5. - Lavar con agua destilada, no secar
6. - Decolorar por 10 a 30 seg. Con agitacion suave
_con alcohol cetona (30ml de acetona y 70ml de alcohot)

7.- Lavar con agua, no secar
8. - Cul;l;ir pc;r 10-30 seg. con safranina (solucion al 2.5%
en alcoholal 95%).

9, - Lavar con agha y permitir que seque
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FORMULAS DE LOS COLdRANTES UTILIZADOS EN LA TINCION DE
GRAM

QN(CI—D)Z
(CH3)2N _Q_C
\Q NH2

Cristal Violeta
(haxametilpararrosanilina)

CH3 N CHs3
N NH2

Safranina
(dimetilfenosafranina)

TZSIS CON
FALLA DE ORIGEY
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2.8 TINCION DE WRIGHT Y GIEMSA

Esta tinciones son diferenciales ya que se basan en la utilizacion de dos
colorantes uno basico y uno &cido. Estas tinciones se utilizan mayormente para
visualizar estructuras intracelulares.

Los colorantes pohcromatlcos (Glemsa y Wright) son mezcla de azul de

metlleno aherado por calentamlento en solumon de blcarbonato de sodio o en bicromato

; acldo (azur de mculeno) y ec EI ‘azur de metileno cs azul violeta y tifie los
componenles celulares acndos "como el ac:do micolico y el RNA citoplasmatico. La
eosina es roja y tifie los componentcs mas basicos como los grupos hidroxilo de los
polisacaridos de la pared de los hongos, Algunas estructuras se tifien con ambos
componentes.aa

Los microorganismos micéticos se van a tefiir de morado ya que se tifien de

ambos colorantes, y como son microorganismos basicamente intracelulares son de un

tamaiio muy pequeifio por lo que no se logra diferenciar cada parte.

METODO a) Giemsa: Reactivos: Solucion de Giemsa ( Polvo de Giemsa 600mg
Alcohol metilico  50ml
Glicerina neutra  50ml

El polvo se machaca con glicerina en un mortero. Luego

se pone en un mortero, se pone a bafio Maria 2h a 55°C,

filtrar y dejar madurar 2 semanas.
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Solucidén amortiguadora Giemsa: Na2HPOs . 6.77g
KH2PO4  2.59g
H20 aes;tilada 100,0ml’
Se utiliza mezclando 2 m! de la s’oluci’('SVn_ k&oﬁ 6ml del

Amortiguador,

b) Wright: Reactivos: Reactivo de Wright: Colorante Wright 0.3g
Glicerina 3 ml

Alcohol metilico 100ml

Solucién amortiguadora Wright: Na2HPO4 2.56g
KH2HPO4  6.63g

H20 destilada 1000m|

TECNICA: «

a) Giemsa:
- Serealiza frotis de manera habitual y fijar
- Cubrir con la solucion del amortiguador y el colorante
- Dejar reposar de 45-60 min.
- Lavar
--- Dejar secar

- Observar al microscopio
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b) Wright:
- Realizar frotis
- Colorante Wright 2 min.
- - Agregar solucién amortiguadora y mover la laminilla
- Dejar los reactivos hasta que se forme una nata de color verde metalico
- . Enjuagar
- Dejar secar

- Observar al microscopio

FORMULA DE AZUR DE METILENO Y DE LA EOSINA

HsC

N e

OH H

Br Br

Azur de metileno Eosina

TESIS CON
FALLA DZ ORIGEN




2.9 MICOSIS ¥ TIPOS DE MUESTRA EN LAS QUE SE PUEDEN UTILIZAR LAS TINCIONES
DE GRAM, WRIGHT Y GIEMSA PARA SU DIAGNOSTICO

P.versicolor ©

. Exan'icn directo de
“eultivo .

| OBSERVACION MICROSCOPICA

Levaduras Gram positivas
y filamentos

Eritrasma * -

Froti_é ‘dircé'to -

Filamentos Gram positivos mi-
crosifonados de aprox. 10u de
largo por 1 de ancho con
acumulos de formas difteroi-
des y bacilares que miden en-
trely2 .

" Queratolitis’
. ‘puntata

Filamentos Gram positivos mi-
crosifonados  (0.5-1yt de dia-

metro) con abundantes formas

cocoides (+++)

: Candidosié :

Blastosporas (++++) de aprox.
2-4p diametro y/o pseudomi-
celios cortos o largos.

Enfermedades
Por Pityrospo-
rum
(dermatitis se-
rreica)
(Psoriasis)
(Foliculitis)
(Blefarocon-
Jjuntivitis)
(Onicomicosis

Levaduras Gram positivas de
1-1.5p de didmetro con ge-
mas muy pequeidias, dan el as-
* pecto de una “botella” (+++).




MICOSIS -

&ocardioéis £

-.# Frotis directo

onpsié'éerebral

| OBSERVACION MICROSCOPRICA

Hifas microsifonadas Gram po-
sitivas de 0.5-1 m de largo sep-
tadas y con escasos fragmen-

tos que se liberan.

Es posible observar numerosos
micelios septados microsifona-

dos Gram positivos.

Actinomicosis

Giemsa

© Wright =

" Frotis directo

y ‘Biqpsia

Bacterias Gram positivas, mi-
Celio microsifonado corto de
3-8 las hifas son de Im de
diametro y con gran cantidad
de formas cocoides y bacilares
(++++) También se pueden
observar granos.

Granos de tamaiio variable
basoéfilos multilobulados y en
ocaciones con clavas cn la
periféria.
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2.10 TINCION CON TINTA CHINA

Esta tincién nos ayuda a poner de manifiesto a microorganismos que conticnen

capsula que con otras uncnones resulta mas tardado, caro, etc La capsula de los L

i

microorganismos estan formadas en su mayorla por muclna Ia cual dcsplaza las',

particulas colondales d' carbon de la tinta chma y se presenta la capsula como un halo

claro alrededor deI mlcroorgams o en un fondo negro 18

METODOus Reacnvos a) Soluclon salma al 0. 9%

b) Tmta chma

TECNICA DE TINCIONii»

- Colocar una pequeia gota de solucion salina en un ponaobjetos

- Agreg;if uﬁa pequeiia cantidad de cultivo joven o poner una gota de muestra que
puede ser:i LCR, orina, esputo, lavado bronquial etc.

- Mezclnr bien

- V,Ag'r'egar una pequeiia gota de tinta china

o Cubrir k'ir‘lmediatamente con un cubreobjetos, dejando que se extienda como una
ﬁélicdla ﬁhﬁ del mismo

- Examinar al microscopio primero a seco fuerte 40X y posteriormente a inmersion

- - Bajar el condensador para reducir la luz en forma marcada.

e Sc recomicnda usar tinta china Pélikan debido a la estructura fina de tas micclas en este tipo de tinta.
sc le puede agregar timerosal al 0.3% como conscrvador.
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2.11 TINCION DE RESALTADO CAPSULAR

Esta técnica pone de manifiesto la capsula de los m:croorgamsmos Y al‘

microorganismo como lal ya que se basa en el principio de Ia tincién de 1 unla chma :

prevno tralamxento con fucsma basica la cual penetra Ia caps

mlcéllco de Ia pared del hongo quedando de un tono rosado ylac

blanco ya que, Ia capsula de los mlcroorg,amsmos desplaza {as particulas coloxdales de

1a tinta china.os

METODO «»

Reactivos:

a) Fucsina basica: Soluclon A Fucsmé basnca 4g, alcohol etlhco 20 ml
‘ (dejar reposar 24hrs)
I Soluclon B: Fenol (cnstales) 8ml Agua destllada
‘ 100ml,

b) ’Méic];ir_las dos soluciones y filtrar.

TECNICA

- Reahzar ﬁ’OtlS de Liqundo cefalorraquideo

- ‘Aplncar ucsma basnca de 2-3 min.

‘=" Realizar ﬁ'QtlS 1ipo sanguineo con una gota de tinta china

- . Secar y ver a’ microscopio
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Existe otra técnica de tincion diferencial para poner de manifiesto la capsula‘de -
C.neoformans; ésta técnica se llama tincion de mucicarmin de Meyer, ésta técnica es un
poco costosa por lo cual no se realiza con frecuencia en nuestro pais.

A continuacion se describe el fundamento de la técnica. .

2.12 TINCION DE MUCICARMIN DE MEYER

El colorante de carmin junto con los iones aluminio, forma complejos con
tejidos mucopolisacéridos impartiendo tonos de coloracién de rojo a rosado, dando
difrentes tonalidades a las difrenetes capas de mucopolisacaridos de la capsula.

El colorante exhibe especificidad hacia las mucinas de origen fibroblastico y se

colorean de modo insatisfactorio.
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2.13 PATOLOGIA EN LA QUE SE UTILIZAN LA TINCION DE RESALTADO
CAPSULAR , LA TINCION DE TINTA CHINA Y LA TINCION DE

MUCICARMIN

PATOLOGIA:

- CRIPTOCOCOSIS

TINCION:
- Tinta China
- Tincion de resaltado capsular

-. Tincion de Mucicarmin de Meyer

OBSERVACION MICROSCOPICA:
- Tinta china: células levaduriformes con un halo blanco que

que es la capsula, en un fondo negro

- Tincion de resaltado capsular : Células levaduriformes en
un tono rosado con un halo blanco/rosado que representa la

capsula, en un fondo negro

- Tincion de mucicarmin: La capsula de la célula se tifie de
de diferentes tonos de rojo a rosado, visualizandose los 4

tipos de mucopolisacaridos de la célula
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2.14 TINCION DE ZIEII L-NEELSEN

Esta tincion sirve para poner de mamf' csto a baclerlas o mxcobactenas acndo- .

teﬂldas Ias bactenas acidorresistentes soportan el tratamlento con alcohol acldo, en tanto

que las otras bactenas se decoloran con Vel alcohol acndo

EI complejo carbolfucsma penetra a la envoltura cerosa y se fija al acido

micéhco de la pared cclular«mlcobactenana.uo

METODO

Reactivos:
a) Solucion dé Fucsina fenicada (carbolfucsina): Fenol 2.5g
e Alcohol 95% Smi
Fucsina basica 0.5g
Agua destilada 100ml
b) Soluciéﬁ alcohol écido 3%: Acido clorhidrico concentrado 3ml

Alcohol 70% 100ml
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TECNICAw

- Realizar frotis y fijarlo al calor

- Fucsina fenicada y calentar hasta emision de vapores

- Lavar con agua

- Decolorar con alcohol 4cido

- Lavar con agua

- Cubrir con azul de metileno por 7 min. (colorante de fondo)
- Lavar con agua

- Secar y observar al microscopio.
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FORMULA DEL COMPUESTO COLORIDO CARBOLFUCSINA

Este compuesto es el que se fija al acido micolico de la pared celular del

microorganismo.

/Q_ NH2

NH2

HZNO_C

PATOLOGIAS EN LA QUE SE UTILIZA LA TINCION DE ZIEHL-NEELSEN
PARA SU DIAGNOSTICO

PATOLOGIA TIPO DE'MUESTRA OBSERVACION MICROSCOPICA

Actinomicosis Biopsia Granos de tamaiio variable multilo-
bulados y en ocaciones con clavas
en la periferia, no son dcido-alcohol
resistentes por lo que se tifien de
azul.

Nocardiosis Expectoracion, LCR Hifas microsifonadas de 0.5-1p de
diametro por varias micras de largo
septadas y con escasos fragmentos
que se liberan. Son parciaimente
acido-alcohol-resistentes ya que
con el acido sulfurico se destifien
pero con el dcido clohidrico no.
Biopsia Cerebral: Proceso inflamatorio com-
puesto  por PMN, se pueden
observar micelios septados
microsifonados parcialmente acido-
alcohol-resistentes

TESIS CON
QRIGEN

|

FALLA DE
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2.15 ILUSTRACIONES
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is . Tincion GROCOTT

R

Biopsia Dermatomicosis teitida con PAS

Biopsia Cromomicosis Tincion Henutoxifina
v cosina

Biopsia de Pitiriasis Versicolor Tincion PAS, |,

TESIS CON
FALLA DE CRICEN
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Biopsia Histoplasmosis . Tincion Hematoxilina
COSsing

Biopsia Coccidioidamicosis mostrando Biopsia de Paracoccidioidomicosis lefida

Diferentes estadios del hongo. tefido con con GROCOTT ¢y
GROCOTT
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Prepamdo Tinta China de una Criploc

ey . T e T
Preparado Bronquial de Cripiococosis \efiido Biopsia Blasiomicosis. Tiincion PAS
con PAS mostrando 1a formia pscudohifal det
hongo

A

Biopsia Blastomicosis leilida con GROCOTT Biopsia Blastomicosis tedida con PAS()y

§

*szu:'mw.-x,mma

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

— o



Preparado de una nocardiosis teilido con
Zich

Biopsia dc Micctoma teitido con Grm Biopsia de Micctoma tediido con Hematoxiling
yeosina gy

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Biopsia te Zigomicoms ichida con PAS Biopsta  Zigomicosis 1cihida con Henunoxiling
= .
v cosiaa

| TS o
| PALLA DE CRIGEN




CAPITULO 3

“MEDIOS DE CULTIVOQ”
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3.1 ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN LOS MEDIOS DE CULTIVO

PENICILINA:

Las penicilinas son inhibidoras de la pared celular, su mecanismo de accioén se
da en el dltimo estadio de la sintesis de la pared celular ya que la penicilina inhibe las
uniones cruzadas catalizadas por enzimas del peptidoglucano que es considerado como

un todo.: Durante ést ‘etapa en las cadenas lineales del peptidoglucavno: se p‘roduéen

: .nucleotldos de undma sin uniones cruzadas, y las nuevas paredes no se pueden formar.

La penlcnlma inhibe y de forma reversible las D-alanina carboxipetidasas, que
son las que eliminan de manera especifica las D-alanina de las cadenas pentapeptidicas
laterales, inhibe también las transpeptidasas que son las que realizan las uniones

cruzadas.

Las penicilinas también tienen un efecto litico el cual es el resultado de un
desequilibrio en el crecimiento celular e involucra a las autolisinas, que son las enzimas
que hidrolizan el peptidoglucano y que participan en el recambio de la pared celular y
en la separacion de las bacterias después de la division celular.

En los microorganismos Gram positivos la penicilina también promueve la
liberacion de lipidos y acidos teicoicos por lo que se produce un fenémeno de autolisis.

La unién de las penicilinas se ileva acabo por las proteinas que estan presentes
en casi todas las membranas de las bacterias y se les conoce como PBP (proteina de

union a la penicilina). Tiene preferencia por bacterias Gram positivas.ax
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R-CONH S

C— N

/
o

COOH

Estructura quimica de la Penicilina

ESTREPTOMICINA:

La estreptomicina es bactericida ya que inhibe la sintesis proteica, en forma in
vitro provoca la inhibicion de la sintesis de polipéptidos y provoca errores de lectura de

los mensajeros de pohpepudos sintéticos.

La |nh| lclon de polipéptidos se realiza ya que la estreptomicina se une de

"forma lrreversxble a la subunidad ribosémica 30S, por lo que interrumpe de forma

drgsuca el ciclo del ribosoma en la iniciacion de la sintesis proteica.

‘ L.a interaccion de la estreptomicina con la subunidad 30S es compleja. Una unica
proteina en la subunidad ribosomica 30S, la S12, es el objetivo final de éste
medicamento, pero para que se lleve acabo la unién de la estreptomicina se requieren de
por lo' menos otras cuatro proteinas ribosémicas que son la S3, S4, S5y la §9.

Los errores de lectura en polipéptidos sintéticos se dan por la inhibicion de la
incorporacion de sustancias polimerizadas por sintesis dirigida y puede estimular la
" incorporacién de aminoacidos no codificados por estos polimeros.

Tiene preferencia por bacterias Gram positivas, negativas y M.tubercrlosis.an

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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NH
]
H2NCHN
NH
1l
H2NCHN @
OH
o
0 o o OH
HiC / HOH2C
OH HO
HO H3CNH

Estructura quimica de la Estreptomicina

GENTAMICINA Y NEOMICINA

La gentamicina y la Neomicina también son inhibidores de la subunidad ribosomica
308, inhibiendo asi la sintesis proteica, también producen ambigiiedad en la traduccion,
pero el nivel de error de la lectura producido ¢s mucho mayor que en la estreptomicina,

son antibidticos aminociclitol aminoglucosidicos, que actian como bactericidas mas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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que bacteriostaticamente. El mecanismo de accion es similar a la de la estreptomicina,
pero en éste caso tienen por lo menos dos sitios de unién en el ribosoma a diferencia de

la estreptomicina que solo contiene uno, Tienen preferencia por microorganismos Gram

negativos pero si inhibe también Gram positivos.an

Ri
Hli-NHRz NH2

(o) NH2

R1= R2=
a) CH3 (C1) a)CH3 (Ci)
b) CH3 (C2) b) H (€2)
c) H (Cio) c)H (Cio)

Estructura quimica de las diferentes Gentamicinas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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CH2NH2

NH2

HOHC -

CH2NH2
OH
HO

NH2

Estructura quimica de la Neomicina

 TESIS CON
PALLA DE ORIGEN
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CLORAMFENICOL

El cloramfenicol es una antibidtico bacteriostatico, el cloramfenicol inhibe la

proliferacion de los microorganismos ya que interfiere la sintesis proteica por que se
_ une a la subunidad ribosémica 50S por medio de una union estereoespecifica I:1 entre
el namero de moléculas del cloramfenicol y los ribosomas presentes.

La intervencion se lleva acabo por la union del cloramfenicol a un sitio ubicado
sobre la unidad 50S en la vecindad pero no en el mismo lugar, donde se une el extremo
aminoacilq del aminoacil-tRNA al centro donde se lleva acabo la catilisis de la

- peﬁtfti_:iltransferasa. Este sitio parece ser la proteina L16 que se encuentra directamente
'impli‘(:adh enla actividad de la peptidiltransferasa.
El cloramfenicol actila sobre bacterias Gram positivas, negativas, rickettsias y

clamidias.on

NO2

HOCH
HC-NHCOCHCI2

H20H

— T TESIS CON
Estructura Quimica del Cloramfenicgl FALLA DE ORIGEN
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CICLOHEXIMIDA (ACTIDIQNE) S

La cxclohexlmxda tamblen conocnda como acndlone es un antlblollco que mhlbe :

la biosintesis proteica de los micro aniSmbs. o

Esta inhibicion la lleva aca por que suspende la sintesis proteica en los

ribosomas 80S de los eucarlotas por el bloqueo del enlace peptidico pero no inhibe la

de los ribosomas 70S en los procanotas

La union del farmaco se lleva acabo en las subunidades mayores de los

ribosomas.a

H3 (o)

Estructura quimica de la Cicloheximi@a TE ID bUI\[

FALLA DE ORIGEN
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3.2 AGAR DEXTROSA DE SABOURAUD

Modo de accion:

Este medio es 6ptimo para el crecimiento micético, en este medio de cultivo se
tienen relativamente grandes concentraciones de carbohidratos (2-4%), Este medio no
contiene ningln agemc que selcctivo que. inhiba el crecimiento de Ia biota microbiana

indeseada.: La lnhlbicién del ‘creclmlento de bacterias en este medio se efectua por

medio del pH "el c ‘es de 6‘ este efecto puede ser realzado ajustando el pH a valores

extremos como 3.5 0. 10 0

Sl el ngo que 'se va a sembrar proviene de una muestra que puede estar muy

: contamlnada con bacterias se le pueden agregar al medio agentes inhibidores entre los

Acuales estan Ia penicilina que se le agregan 200U/ml, estreptomicina 40U/ml y/o el

i act;dlone O.Smg/ml. e

" Composicién (/1t)

Dexirosa _ 40g
: Peptona de carne .- 5g
Peptona de caseina  5g

Agar-agar 15g

Preparacion:

Disolver 65g en un litro, ajustar el pH a 5.6 y meter a esterilizar en autoclave a

151bs de presion durante 15 minutos.
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Procedimiento experimental y evaluacion;

Sembrar el microorganismo,” se incuba a temperatura . de 28°C y en algunos
casos ekcepcionafes a 37°C (temperatura del’ cuerpo humano). Los dermatofitos

aparecen después de 5-20 dias, otros hongos crecen usualmente antes de los 5 dias.cn

3.3 AGAR MYCOSEL

Este medio se usa para el aislamiento de hongos patogenos particularmente de

dermatofitos provenientes de muestras muy contaminadas.

Modo de accioén:

Este medio contiene cicloheximida la cual es usada para inhibir a las bacterias
que se lleguen a encontrar en la muestra que contiene probablemente dermatofitos,

logrando asi el crecimiento pleno de estos.

También contiene cloramfenicol el cual inhibe ampliamente bacterias y mohos
contaminantes. En algunos casos también algunos hongos patogenos son inhibidos por

estos agentes; por lo que se deberia de inocular también en un medio sin agentes

inhibidores.



7

Algunas veces a la ‘muestra se le agrega simultancamente gentamicina para

suprimir a bacterias que son resistentes al cloramfenicol, en una concentracion de

40mg/Mt.ao)

Composicion g/lt ..

Peptona de harina.”  10g

Dextrosa .~ . 10g

Cicloheximida 0.4g

Cloramfenicol .0.05g

‘Agar-agar ; 12.5g
Preparacion:

Disolver 33 g en un litro, esterilizar en autoclave a 15 lbs de presion por 15

minutos, evitar la relicuefaccién:.

Procedimiento experimental y evaluacion:

. Obtener la muestra e inocular en la superficie del medio, incubar por 3 semanas

i a 28°C,’si s¢ sospecha de una endomicosis (micosis subcutanea y/o sistémica incubar a
37°C también.
Si no se puede identificar la colonia es necesario sembrarla en un medio sin

supresores, como el Sabouraud para poder realizar la comparacion.ay
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3.4 AGAR SANGRE Y AGAR CHOCOLATE

Se usa ¢ste medio para el aislamiento de microorganismos exigentes,

especialmente especies patogenas y para establecer formas de hemolisis.

Modo de accién:

Este medio de cultivo representa una ba'se rica en nutrientes la cual es optima
para el crecimiento de todos los microorganismo"s. El pH es de 6.8 el cual estabiliza los
glébulos rojos y favorece la formacion de una'clara ‘h‘efnéliéis. La sangre de borrego
desfibrinada es mas adecuada para la detenninacférp de especies hemoliticas.

El agar chocolate es un medio extremadamente rico en nutrientes y se puede
preparar calentando el medio después de la adicion de la sangre.

En algunas ocaciones se utiliza sangre de humano sobre todo para la

identificacion de las micobacterias.an

Composicion (g/lt)

Extracto de corazén - l0g
Triptosﬁ 10g
‘Cloruro de sodio 5¢
Agar-agar 158
Sangre ' 7 50-80mi

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BYBLIOTECA
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Preparacion:

Disolver 40g en un litro, estkeribli‘zar en al;toc!ave a 15 Ibs dev presion por’l 5 min.
dejar enfriar a 45-50°C, adjcioiizi’n{ 5-8%de ;éhgfé desfibrinada. |

Prepafudién’ d'él’ }a:gar—chqutt)»l'alke: despuesde mez;:lar la sangre calentar el medio
por aprqxim_a;jéélenté 10 minulo; a 80"C,con frecuencia se vuelve turbulento el agar

antes de ponerse obscuro.o’

Procedimiento experimental y evaluacion:

Inocular en la 'suherﬁcie de la caja petri en forma estriada, dejar incubar por 1-2

dias a 37°C.

Checar las “colonias: " que ' forman y no hemdlisis macro y

micromorfologicamente.
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3.5 AGAR BHI (Brain heart infusion)

Este medio se utiliza para el cultivo de microorganismos patogenos muy

exigentes, ya que este medio es demasiado rico en nutrientes.

Modo de accion:

y Blastom 1yces

deben de;agfegar 0.05ug de

ciclohexamida por ml y 0.5 pg de cloramfemcol por ml

Este medio no es muy adecuado para_la® de(ermmac:on de microorganismos

hemoliticos cuando la sangre que se le’ agrega contiene glucosa

Composicion (g/It)

Infusion de cerebro o lZ.S'gb '
lnfusnon de corazon SRRV 7
Peptona protexmsada 2 10g

-%CIoruro'j’esodlo 5g
,'Fosfato dlhldr%enado de v
; SOdIO . 2.58

Agar-agar e S 15g
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Preparacion:

Dlsolver 52 gramos de agar.en un litro , esterilizar en autoclave a 15lbs de

presion por lS mmutos

Procedimiento experimental y evaluacién:

Sembrar y'dejar ncubar'a 37 °C duran(e 15-20 dias observar las caracteristicas

‘mlcro y macromorfologlcas y 'comparar con la colonia aislada en el medio de

pnmoalslnmlento
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3.6 AGAR EXTRACTO DE LEVADURA

Este medio se utiliza para el aislamiento de levaduras y mohos de varios

materiales.

Modo de accion:

El medio contiene extracto de levadura el cual contiene una gran cantidad de
vitaminas aproximadamente unos 3 gramos/litro, lo cual permite el crecimiento de gran
‘cantidad de microorganismos, ya que estos las utilizan para su alimentacion; pero

principalmente se utiliza para los hongos y levaduras.aa

' Composicién (g/lt)

Extracto de levadura 5g
Dextrosa 10g
Agar-agar 20g

Preparacion:

Disolver 35 gr en un litro de agua, esterilizar en autoclave a 15lbs de presién por

15min. .

-.:; Procedimiento experimental y evaluacion.
Inocular sobre la superficie del medio por medio de estria, incubar a 28°C o a

:37°C si se desea (sospecha de hongo dimorfico) por 2-3 dias, observar las caracteristicas

micro y macromorfologicas.co
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3.7 AGAR NICKERSON (Biggy)

Este medio es dtil para el primoaislamiento -diferenciacion preliminar de

Candida sp. y otras levaduras.

Modo de accion:

Este medio de cultivo contiene ademés de extracto de levadura, glicina y
. glugosg,:fk]kdsv cualéskforman su medio base; el indicador sulfito de bismuto provee una
: banblpl.ia's‘upr‘esién de microorganismos contaminantes.

Las. especies de Candida, asi como, la mayoria de las levaduras, crecen
normélrﬁente en este medio ya que reducen el sulfito de bismuto y al hacerlo cambia el

color de la colonia a café o negro.

Se puede utilizar 2mg/It de neomicina para asegurar la inhibicion de bacterias

contaminantes.ao

Composicion:

Dextrosa 10g
Extracto de levadura 1g
Glicina 10g
Sulfito de bismuto 78

Agar-agar 15g
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Preparacion:

Disolver 43g en un vrlilbr'o,‘agitar bien hasta disolver el precipitado, ‘meter a

esterilizar en autoclave a 15 lbs de presién por 15 minutos.

" Procedimiento experimental y evaluaci6n:

'k‘omar el espécimcn del agar de primoaislamiento y sembrar sobre la superficie
del medio, incubar a 28°C y si es necesario a 37°C.

Si crecen colonias con apariencia pastosa y se reduce el sulfito de bismuto dando
un color café o negro usualmente son levaduras.

Algunos dermatofitos y mohos pueden crecer en este medio pero son faciles de

reconocer por el micelio aéreo que forman estos.cn

3.8 AGAR CORN-MEAL

Este medio se utiliza para la diferenciacion de levaduras particularmente de
Candida albicans y Candida stellatoidea de otras especies de Candida por medio de la
produccion de las tipicas clamidosporas. Otros tipos de levaduras que crecen en éste
hgqr pqeden ser diferenciadas en el criterio de las bases micromorfologicas.

Este medio es muy adecuado para los procedimientos en el diagnéstico

- micoldgico.
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Modo de accidn:

El medio de cﬁltivo tiene extracto de maiz que es el Unico nutriente de éste. El
carecimiento de nutrientes junto con la deficiencia de oxigeno en las condiciones de
cultivo crean un medio ambiente pobre el cual induce la formacion de estructuras
especificas como las clamidosporas y el pseudomicelio los cuales son estructuras de
resistencia en algunas levaduras. La adicion de polisorbato incrementa la formacion de
clamidosporas en Candida albicans logrando con la adicién del polisorbato (Tween 80)

que el medio se vuelva ain mas impropio para la levadura y crezcan mas clamidosporas

20}

Composicion (g/It)
Extracto de maiz 5g
Agar-agar 10g

Preparacion:

Disolver 15g del medio en un litro, mezclar y meter a esterilizar en utocalve por

15 min a 15 Ibs de presion.
Procedimiento experimental y evaluacion.

De la colonia que crezca en el medio de primoaislamiento sembrar en el agar

corn-meal en forma de zig-zag dividiendo la caja en 3-4 partes , Incubar por 4 dias a
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28°C. El aumento de la temperatura puede favorecer la formacion de clamidosporas
pero sin llegar a 37°C, ya que a esta temperatura no se forman.

Evaluar Ia colonia directamente bajo el microscopio.as

OBSERVACION MICROSCOPICA

Estructuras fungicas ] Hongo

Clanndosporas de 6 lZu de e ro 7 en ocaclones
seudomxcello, blaslosporas de 3-6;1 o ey od sle/lalordea :
de dlametro s By

Pseudomicelio, algunas veces miceli:ov :
verdadero, blastosporas, No hay for-.
macién de clamidosporas. :

1"‘: O?rhs esjﬁecié# de Candida

Artrosporas, blastosporas, micelio ver-:
dadero, ocasionalmente pseudomicelio.

ﬁchospo’ﬁnm sp-

: Blastospopras, no hay clamidsoporas
" ni pseudomicelio.

Otras especies de levaduras

B Asbéépofas C vaduras perfectas

Anrosporas, micelio verdadero, no ha Geotrichum sp

blas(osporas :
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3.9 MEDIO TTC (CLORURO DE TRIFENILTETRAZOLIO)

Este medio es utilizado para diferenciar diferentes especics de un mismo genero,

principalmente se usa para la diferenciacion del género Candida.

Modo de accidn:

Las sales de tetrazolio ‘se van a unir a la membrana celular del microorganismo.

Cuando  esto sucede . ¢ microorganism‘o'.va‘a'émpezar’a'freducirla's convirtiéndolas a

‘formazona dando un pigmenta.rojo que es proporcional:a la actividad del microorganismo

en las sales, (entre mas r idad mayor sera la coloracion).»

‘Composicion: (g/lt)

 Glucosa crud:a o L 40g

Peptona de carne Sg
Peptona de caseina 5g
Agar-agar 15g

Solucion de cloruro de trifenil tetrazolio al 1%

Preparacion:
Disolver 37 gr del agar en un litro y esterilizar en autoclave por 15 mina 15

Ibs de presion, una vez esterilizado agregar 7.5 ml de la solucién de cloruro de tetrazolio y

mezclar.aoan
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Procedimiento experimental y evaluacién:

Inocular en la superficie del medio de forma estriada e incubar a 25 o 37°C por 24-

48 hrs y observar las caracteristicas macromorfologicas de la colonia.

Ejemplo:

ESPECIE

COLOR COLONIA"

C.albicans

C.tropicallis

C.kruseii

C.glabrata

rojo grande 'rﬁgosa
rosa mate pequefia
rosa muy pélida brillosa

rosa violaceo brillante
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3.10 AGAR ALPISTE NEGRO O NIGER

Modo de accion:

Este medio se utiliza para la identificacion de C neq/olmans este medlo es una

prueba bioquimica para éste hongo, el modo de accnon es que el hongo conuene una’

enzima llamada fenoloxidasa la cual al entrar en con_tacto on el a do cmamlco del

alpiste (Gizotia abyssinicia) va a oxidarlo y formar un bigmento pardo 9 negro.m

Composicion: (g/1t)
- Semillas de Guizotia abassinicia 50g

- Agar-agar 15g

Preparacion:
Moler las semillas y agregar 1000ml de agua destilada, hervir por 30 min., colar
y el extracto de semillas ajustarlo a 1000m! con agua destilada. Agregar el agar y hervir

hasta disolucion. Esterilizar a 15 lbs de presién por 15 min., colocar en cajas Petri

estériles.m

Procedimiento experimental y evaluacion:
Sembrar de la colonia sospechosa e incubar a temperatura ambiente por 3 dias, si
" existe un pigmento pardo o negro en la colonia es positivo para C.neqformans, pero

también se debe de llevar acabo su auxonograma.am
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3.11 AUXONOGRAMAS Y ZIMOGRAMAS

Estos métodos son importantes en levaduras, para poder determinar la especie
de la que se trata en base a las caracteristicas fisiologicas de la colonia.

Para sembrar la cepa problema se realiza una suspension en solucién salina

estéril.

AUXONOGRAMA  ‘

Los auxonogramas se basan en la utilizacion o asimilacién de alimentos con

carbono 0 . nitrogeno;: ya que ‘en el alimento que utiliza el microorganismo va  a

desarrollar y formar una colonia.

" El empleado comprende cajas Petri estériles con medio  para

auxonogramas. :

Medio para auxonograma
a) - Asimilacion de aziicares: Se comprucba la asimilacion de glucosa, galactosa,

Maltosa, sacarosa, lactosa, rafinosa, treholasa y celobiosa.

- Gelosa 20g
- Sulfato de aminio 2g
- Fosfato monopotasico 1.5g
- Sulfato de Magnesio 0.25g
- Biotina 107U
- Tiamina 107u

- Piridoxina IO7U
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SO:H: RN

- Acido nicotinico 107U

- Pantotenato de calcio 107U

- Inositol 100U

- Solucion de Berthelot " 10 gotas

- Agua bidestilada 50 1000ml

Salucum de Berthelot:
H:.0 - 1000 ml
Fex(SO4)s, 9H:0 50 g
MnSO4, 7H:0 2 B
CaS0Os, 2H:0 050 g -
NiCl,, 6H20 005. g
CoCl2, 6H:0 005 g
SOsTiO, 4H:.0 020 . .g-
ZnS0Os, TH:0 0.10 " g
CuSOs, SH20 0.05 g~
GISOs, 4H:0 010 g
BO:H» . 005 . g

ciml

b) Aslmllaclon de mtrogeno Se utlllm para comprobar la utilizacion de Sulfato

de amonio y mtrato de postas:o k

.- se utiliza el medlo antenor, sin sulfato de amonio ya que este también se comprueba

Y Stf: le agh:gain 20 g de glucosa pura.

Se coloch el medio en cajas Petri, sin el alimento que se desea probar, ya sea carbono o

. mtrogeno se siembra cubriendo toda la superficie con la suspensién de levaduras,

: despues se colocan los discos impreguados con las soluciones ya sean de azucares o
nitrogenados (los mencionados anteriormente) segiin sea el caso, estos discos son

desecados en la estufa, sin que llegar a quemarse .



_93_

El hongo crecera alrededor del disco que contenga el alimento que necesite para

reproducirse, ya que sin un alimento esencial no hay desarrotlow

ZIMOGRAMA-

Es!os estudlos se basan en la fermentaclon de azticares por medio de las enzimas

) que contlene el mlcroorgamsmo, si es una fermentacién posmva se visualiza por un

Se unlizim tubos de hemélisis Ivan-Hall con un estrechamiento y una perla de

: ;wdrlo que s:rve como valvula, se les agregan aproximadamente 4ml de medio y bajo

. tecmca estenl se agregan unas gotas de solucion al 30% del azucar escogido (glucosa,
maltosa, sacarosa, galactosa, lactosa e inulina).
Si hay viraje del indicador indica acidificacion (se llevo acabo la fermentacion)

y la aparicién de una burbuja debajo de la perla de vidrio indica formacion de gase
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PATOLOGIAS EN LAS QUE SE UTILIZAN LOS AUXONOGRAMAS Y
ZIMOGRAMAS PARA SU DIAGNOSTICO
- Candidosis

- Criptococosis

CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE LEVADURAS EN

LOS AUXONOGRAMAS
ASIMILACION
Organismo Dextrosa Mat S Lactosa [Rafinosa | Trehalosa |Inositol
Cryptococcus + ) st - +/- + +
neoformans . )
C.albidus + )
C.luteolus '+i‘ BN
C.laurentii 4
Caalbicans* | o
C.tropicallis .- - + :
C.parapsilosis - +
\ Chruseii - -
\ C.guilliermondi ~ - +
C.pesudotropicalis +
C.glabrata +

? Variacion de las cepas

* Candida stellatiodea se incluye con C.albicans, la Gnica diferencia es la asimilacion
de la sacarosa

La vinica especie que utiliza nitratos es C.albidus

TESIS Cus
FALLA DI ORIGEN
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‘ CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE LEVADURAS EN
| LOS ZIMOGRAMAS

FERMENTACION

Organismo Dextrosa} Maltosa | Sacarosa | Lactosa | Galactosa '

Cryptococeus -

; Neoformans

C.albidus -

C.loteolus -

: © Claurentii C

" C.albicans

o C.Iropicalis ’

E C[)a(ap.vilaris

C.guillermondi

C.pseudotropicalis

G
G
G
Chruseii’ Gl
G
G
G

C.glabrata

Vd‘egés o : - N " BRI T

G Fer ion d da por la prod
? Variacion de las cepas

TESIS Low
FALLA DE ORIGEN
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3.12 AGAR LOWENSTEIN- JENSEN

Este medio se utiliza para la deteccion de las micobacterias principalmente.

Modo de accién:

El medlo contiene verde de malaquna el cual actua como mhnbldor de bacterias y

mohos comammamcs Ademas contlenc L-Asparagma que es un aminoécido esencial para

el desarrollo de las mtcobactenas Este medlo favorece el creclmnento de las micobacterias

. que son de crectmlento lento las quc crecen mas. rapldo lo hacen en un periodo de 7

dlas.m.m

Composicién: (&/ 1.61t)

Fosfato de potasio dihidrogenado  1.56g

Suffato de magnesio 0.15g

Citrato de magnesio 0.375g

L-asparagina 2.25g

Harina de papa 18.75g .

Verde de malaquita 0.25g
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Preparacion:

'Disolver .37.5g de medio en 600m! de agua, mezclar y meter a csterilizar a la

‘autoclave a llsflbs de presiéri pol ' 'ejar enfriar a 50°C y adicionar 1 It de huevos

es estériles, mezclar cuidando de no formar burbujas

* previamente mezclados bajo
. de aire, vaciar-en tubos 'con rosca'y mantener ¢n una posicién inclinada o en cajas petri y

" calentar para la coagulacién a 80°C aproximadamente por 45 minutos.cozn

‘se rea!izafdireétamente del ¢sbuio; lavado gastrico o de otras muestras. Incubar a 37°C por

mas dejlf semana . hasta 12 -semanas maximo. Observar las caracteristicas de la colonia

macro y microscopicamente.ioais
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3.13 MEDIO PARA HIDROLISIS DE CASEINA

Este medio se utiliza para la tipificacion de especies del género Nocardia,

Actinomadurae y Streptomyces..

Modo de accion:

Este medio se basa en la hidrdlisis de la caseina que se encuentra en él por medio de

las enzimas de los microorganismos, si existe la enzima que degrade la caseina se va a

Combdéicién (2/100ml)’

‘Dextrosa Ig
Leche descremada  1.5g

Agar-agar 2g

Preparacion:

Mezclar la dextrosa y el agar en 50ml de agua hasta que no haya grumos, la leche
descremada disolverla en otros 50 ml de agua, una vez realizadas las dos mezclas
esterilizar por separado en autoclave a 10 lbs de presion por 10 min. Dejar enfriar a

aproximadamente a 45°C y mezclar ambas soluciones, vaciar en cajas petri.qe

Procedimiento experimental y evaluacion:

Inocular de la colonia sospechosa en la superficie del medio, incubar a temperatura

ambiente durante 24-48hrs. Y observar si existe hidrolisis en el medio.
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3.14 MEDIO PARA HIDROLISIS DE XANTINA, HIPOXANTINA Y TIROSINA
Al igual que el medio para hidrolisis de caseina sirve para tipificar las especies del

gencro Nocardia, Actinomadurae y Streptomyces.a

Modo de accion:

Se basa en el principio de la llave y cerradura de las enzimas; si el microorganismo
tiene la capacidad de degradar ¢l compuesto a estudiar se va a fijar en éste y lo va a

metabolizar, dando asi una prueba positiva la cual va a ser variar el medio, esto se visualiza

con una zona mas calara en el agar.

Composicion: (g/lt)

Xantiné o hipoxantina ag

Si sevinviestiga\lirosinka T 5g

Agar-agéi' Lo O 23g
Preparadiéri; &

- Mezclar ‘en un litro de agua las concentraciones mencionadas anteriormente, y

esterilizar en autoclave a 15lbs de presién por 15min.c.s
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Procedimiento experi | y evaluacion:

Inocular de la colonia problema sobre la superficic del medio e incubar a
temperatura ambiente por 24-48hrs. Observar si existe hidrolisis de los compuestos

estudiados.

DIFERENCIAS FISIOLOGICAS DE LAS ESPECIES PATOGENAS DEL GENERO
NOCARDIA, ACTINOMADURAE Y STREPTOMYCES

ESPECIE PRUEBAS
Hidrolisis Hidrolisis Hidrélisis Hidrolisis
Cascina Tirosina Xantina Hipoxantina

M.asteroides ‘- ; - » -

N.brasiliensis

. Notitis-caviarum

A. madurae ;-

A .pelleliéri :

S.somaliensis

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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: DIAGNOSTICO

3.15 PATOLOGIAS EN LAS QUE SE USAN LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA

PATOLOGIA

MEDIO DE CULTIVO
Y TEMPERATURA
DE INCUBACION

CARACTERISTICAS
DE LA COLONIA DEL
AGENTE ETIOLOGICO

TIEMPO DE
INCUBACION

Dermatofitosis

Sabouraud, micosel,
Extracto de levadura
28°C

T.rubrum: Algodonosa,
pigmento rojo vino di-
fusible al medio.

T.tonsurans: Colonias -
aterciopeladas, granulo-
sas con pigmento marron
difusible al medio.

T mentagrophytes: una
es granulosa y otra ve-
llosa.

T.concentricum: Colo-
nia sedosa, cercbrifor-
me.

M.canis: Colonia blan-
ca vellosa radiada con
pigmento difusible al
medio amarillo.

M.gypseum: Colonia
blanca amarillenta
rugosa.

L. floccosum: Colonia
blanca, vellosa. Ligera-
mente aterciopelada
pigmento verde difusi-
ble al medio.

10-15dias

Pitiriasis
Versicolor

"{ Micosel 25 0 35°C

P.orbiculare: Colonia
cremosa, blanca amari-
llenta.

8dias
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Gelosa sangre, chocolate

. 'PATOLOGIA, MEDIO DE CULTIVO | CARACTERISTICAS |TIEMPO DE
Y TEMPERATURA DE LA COLONIA DEL {INCUBACION
DE INCUBACION AGENTE ETIOLOGICO
Tifia negra Micosel, Sabouraud I wernckii: A la semana 3-4 semanas
22°C colonia cremosa negra
limitada. 3semanas verde
aterciopelada.
- Piedra blanca Sabouraud 25-28°C | 7.beigelii: Colonia de 5-8dias
o aspecto cerebriforme
Riedré negra ‘ Sabouraud 28°C . hortai: Negra verdosa 10 dias
SR limitada, acuminada,
lisa y en ocaciones ater-
ciopelada.
- Tricomicosis BHI, gelosa sangre, C.tenuis: Colonias pe- 24-48hrs
ST extracto de levadura queilas rugosas, opacas T
37°C color blanco amarillento
C. minutissimum: limi- 24-48hrs

. Eritrasma

BHI 37°C

tadas, brillantes, blancas,
convexas.

Queratolitis Extracto de levadura Corynebacterium sp: Cold . 24-72hrs
Puntata 37°C nias limitadas, cremosas,
brillantes, convexas, blan-
cas.
Sabouraud, Extracto de |D.congolensis: Limitada 48-72hrs
Levadura mgosa, cremosa de color
37°C amarillo-naranja.
BHI 37°C M. sedentarius. Limitada 48-72hrs
lisa, brillante, cremosa,
blanca amarillenta.
Para primoaislamiento  JACTINOMICETOS

Micetoma

de cualquier clase de
agente etiologico BHI,
y Lowenstein-Jensen 37°

N.brasiliensis:Limitada,
seca, dura, blanca amari-
Ilentas.
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PATOLOGIA | MEDIO DE CULTIVO | CARACTERISTICAS |TIEMPO DE
s | Y TEMPERATURA DE LA COLONIA DEL [INCUBACION
DE INCUBACION AGENTE ETIOLOGICO
Cbnt. Micetoma| Para la resiembra en agar| N.asteroides: Limitadas, | 8-12 dias
Sabouraud con actidione | secas, de color naranja,
para los actinomicetos y | acuminada, surcada, de
cloramfenicol paralos consistencia suave.
eumicetos 22°C
N.otitis-cavarium: Limita-
das secas, duras, blancas
planas, yesosas.
A.madurae: Colonias pe-
queiias, limitadas, de co-
lor amarillento.
A.pelletieri: Colonias li- 15-40 dias

mitadas de color rojo co-
ral, himedas, blandas,
acuminadas y cerebrifor-
me.’

S.somaliensis: Pequeiias,
limitadas, secas, duras,
blancas amarillentas, ave-
ces azulosas.

EUMICETOS

Hongos negros
M.mycetomatis: Limitadas|
de color café amarillento,
de aspecto velloso, pig-
mento negro difusible al
medio.

M.grisea. Limitadas, vello|
sas, secas grises, aspecto
de “pelo de raton™, pig-
mento difusible al medio
marron.

10-20 dias
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. PATOLOGIA -

MEDIO DE CULTIVO
'Y TEMPERATURA
DE INCUBACION

CARACTERISTICAS
DE LA COLONIA DEL
AGENTE ETIOLOGICO

1IEMPO DE -
INCUBACION

Cont. Micetoma

I jeanselmei: Colonias de
tipo levaduriforme, hi-
medas y glabras. (5 dias).
después de los 5 dias se
vuelven vellosas, secas de
color verde, pigmento ne-
gro difusible al medio.

hongos blancos
P.boydii: Colonia seca,
vellosa, limitada, en un
inicio blancas y después
de unos dias se tornan ca-
fes , pigmento similar po-
co difusible al medio.

Cephalosporium sp. Co-
lonias limitadas, vellosas,
humedas, planas de color
blanco-amarillento, algu-
nas cepas de C falciforme
tiencn pigmento violeta
al reverso.

Fusarium sp: Colonias
planas de color blanco o
blanco amarillento con
pigmento naranja o violets
difusible al medio.

2-10 dias

Esporotricosis

37°C (fase levaduriforme)

Sabouraud y micosel a
28°C (fase filamentosa)

BHI, gelosa sangre a

S.schenkii: Colonias ra-
diadas, membranosas, de
color blanco, después de
unos dias aparece micelio
aéreo, acuminada de color
café obscuro.

S.schenkii: Colonias cre-
mosas, amarillentas, lige-
ramente acuminadas, si-
milar a colonias bacteria-
nas.

3-8 dias

3-5 dias



_PATOLOGIA - | 'MEDIO DE CULTIVO
T LY TEMPERATURA
DE INCUBACION

CARACTERISTICAS
DE LA COLONIA DEL
AGENTE ETIOLOGICO

TIEMPO DE
INCUBACION

Cromomicosis | Sabouraud y micosel a
’ 25°C

I.pedrosoi. Colonias par-
das, vellosas, aterciopela-
das limitadas, en ocacio-
nes pigmento negro difusi
ble al medio

P.verrucosa: Colonia pla-
na limitada, negra vellosa
aterciopelada con pigmen
to negro poco difusible

al medio.

C.carrioni: Colonias pla-
nas radiadas verdes o gri-
saceas, aterciopeladas,
vellosas, con pigmento
difusible al medio.

3-4 semanas

3-4 semanas

2-3 semanas

i-- | Sabouraud; Micose! a
2007

C.immitis: Colonias limi-
tadas, blancas, de aspecto
velloso de consistencia
seca.

4-8 dias

B Sabourhhzd‘i{ micosel a

Histoplainids}.s
c e ) 28°C (fase filamentosa)

Gelosa sangre, BHI y
Extracto de levadura a
37°C (fase levaduriforme

H.capsulatun: Existen 2
tipos de colonias la A (pro|
viene de una cepa blanca)
y la B (cepa café pardo),
ambas son de aspecto ve-
lloso, limitadas y sccas.

H.capsulatunr. Colonias
levaduriformes, pequeilas
de color blanco amarillen
to y son limitadas.

I-2 semanas

1-2 semanas
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Criptococosis .

Levadura, BHl a 37°C

limitadas, mucoides, con-
vexas, blanco amarillento
dan un aspecto de “leche

condensada”.

PATOLOGIA MEDIO DE CULTIVO | CARACTERISTICAS |TIEMPO DE
: Y TEMPERATURA DE LA COLONIA DEL |INCUBACION
DE INCUBACION AGENTE ETIOLOGICO
. Paracoccidioido{ Sabouraud y Extracto de (£.brasiliensis: Colonias li{ 10-12 dias
-micosis - | levadura a 28°C (fase fi- |mitadas, algodonosas, ru-
lamentosa) gosas, de color blanco-
amarillento y después se
van tornando cafés.
Gelosa sangre y gelosa  |P.brasiliensis: Colonias li{ 10-12 dias
Chocolate a 37°C (fase le{mitadas cremosas, rugosas
vaduriforme) o cerebriformes de color
blanco-amarillento.
Blastomicosis | Sabouraud, micosel a B.dermatitidis: Colonias 2-4 semanas
Nortcamericana] 28°C (fase filamentosa) | limitadas, vellosas, lige-
ramente himedas de co-
lor blanco que se van po-
niendo cafés.
Gelosa sangre y gelosa  |B.dermatitidis: Son cremo)  1-2 semanas
37°C (fase levaduriforme)sas limitadas, plegadas
amarillentas.
Candidosis Sabouraud, micosel, etc {Candida sp. Colonias limiy 48-72 hrs
25°C tadas, planas, opacas,
: generalmente son lisas,
aungue se llegan a presen-
tar rugosas, son de color
blanco o amarillentas.
Aqui no se pueden diferen|
ciar las especies por lo
que se recomienda reali-
zar fos auxonogramas y
zimogramas, ademas de
ta siembra en Corn-meal
Ver pag. (85 ).
Sabouraud, Extracto de | C.neoformans: Colonias 2-3 dias
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* PATOLOGIA"

MEDIO DE CULTIVO
Y TEMPERATURA
DE INCUBACION

CARACTERISTICAS
DE LA COLONIA DEL
AGENTE ETIOLOGICO

TIEMPO DE
INCUBACION

C.neaformans: Colonias

- Cont. Criptaca-
cosis

Niger o alpiste negro
37°C café marron, mucoides.

G.candidum: Colonias 2-5dias
blancas, vellosas y hiume-

das.

Geotricosis Sabouraud a 25 0 37°C

[A.niger; Son planas, gra-
nulosas, negras e ilimita-
das.

Aspcrgilosis Sabouraud ai28°C ;

A.fumigatus: Son colonias
planas ilimitadas, polvo-
sas o aterciopeladas, ver-
des, en ocaciones presen-
tan un halo micelial blan-
co alrededor de la colonia
raras veccs un pigmento
ocre al reverso.

1-5 dias

A.flavus: Son ilimitadas,
polvosas o aterciopeladas
de color verde amarillento
algunas cepas dan un pig-
mento color ocre difusible
al medio.

Rhizopus sp, Mucor 3-5 dias.
Absidia sp, y Cunning
mella sp: Colonias blanca:
vellosas, algodonosas, tieny
den a llenar los recipienteq
en donde son cultivados,
con el tiempo se vuelven
cafés o grisaceas.

Sabouraud, gelosa sangre
28°C

Mucormicosis P,
.
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" PATOLOGIA

MEDIO DE CULTIVO
Y TEMPERATURA

CARACTERISTICAS
DE LA COLONIA DEL

TIEMPO DE
INCUBACION -

DE INCUBACION AGENTE ETIOLOGICO

Entomoftoromi-
cosis

C.coronatus: Colonias li- 3-4 dias
mitadas, glabras membra-
nosas, adherida al medio

de color blanco-beige con

escaso micelio himedo.

Sabouraud + cloramfeni-
cola25037°C

Conidiobolomi-
cosis

B.haptosporus: Limitadas| 2-3 dias
de color blanco-beige de
aspecto membranoso,

fugoso y con escaso mi-

celio humedo.

Basidiobolomi- - Sabouraud a 22°C

cosis 1

C.bantianum: Colonias — | 8-10 dias
compactas, vellosas, de
color negro o gris con pig

mento difusible al medio.

Feohifdlmicosis Sabouraud a 22°C

L. gougerotti: Colonias 5-8 dias
cremosas, negras y al pa-
so del tiempo se convierte
en una colonia vellosa y

seca.

A.israelii (principal agen-|  3-6 dias
te etiologico de la actino-
micosis). Masas micelia-
res suspendidas dando el
aspecto de “arafia”, blan-
cas amarillentas, cuando
crecen se vuelven acumi-
nadas, brillantes de aspec-|
to ceroso.

BHI, gelosa sangre a

Actinomicosis
. 37°C

Nocardiosis Igual que Micetoma o .
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CAPITULO 4

“PRUEBAS INMUNOLOGICAS?”
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4.1 INRODUCCION A LAS PRUEBAS SEROLOGICAS

NATURALEZA GENERAL Y CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS

Un anticuerpo es una molécula bifuncional que se une a los antigenos mediante sus

sitios para la fjacmn de éstos o que sirve como elemento de unidn para que los

antigenos - se (Jen'a» celulas del sistema inmunitario, pueden cumplirse ambas

funciones simulténéamehte.m

GENERALIDADES DE LOS ANTICUERPOS

- a) Se producen como respuesta a un estimulo antigénico
: b) “Exusten cinco clases (is6topos) de inmunoglobulinas: (IgG, IgE, IgA, IgM e IgD) las
- lg(} se subdividen en cuatro grupos y las IgA e IgM en dos subgrupos. Todas las
; rﬁoiéculas de anticuerpos conocidas contienen cadenas ligeras A y x., y pesadas, que
» k:'»st’)n‘ aiferentes dependiendo del tipo de inmunoglobulina de la que se trate: 1gG (y),
' 18A @), 18M (1), 18E ©) ¢ 15D ).
. j yﬁ?)‘; vLa estructura de los anncuerpos es heterogénea, de acuerdo con los correspondientes
B Aprpnt'ors anugemcos y con su funcidn in vivo e in vitro.
d) ‘deoé los vanticuerpos poseen la capacidad de conjugarse con sus respectivos

_ antigenos.
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Los anticuerpos pueden clasificarse de acuerdo con su origen, su especificidad fren-

te al huésped o las caracteristicas de la reaccion inmunologica en la que participan.a

GENERALIDADES DE LOS ANTIGENOS

Los amigenos\ son:moléculas de proteinas las caracteristicas que le dan un

caracter antlgemco Sonim

2
b)

c)

d

e)

Las moleculas deben de ser ldenu(‘ cadas por el organismo como no propias

El peso de la molécula debe de ser mayor a 100,000 daltons, las moléculas

menores de este peso son inmunogenos débiles y la que pesan menor de

110 000 daltons se deben de unir a una proteina para poder tener una reaccion

antigénica y se les conoce cominmente como haptenos.

Complejidad quimica y estructural

Deben de tener pequeiios grupos quimicos en la molécula que pueden
estimularse y reaccionar con los anticuerpos a estos grupos se les conoce
como determinates antigénicos o epitopos. En general un epitopo tiene
alrededor de 5 aminoacidos o azucares, pero lo que determina la
especificidad antigénica es la estructura global tridimensional.

La constitucion génica del huésped ya que cada individuo reacciona de
diferente manera a los antigenos.

La dosificacion y tiempo y via de entrada del antigeno al organismo pueden

desarrollar diferentes tipos de respuestas inmune.
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE IgG

Frugmento Fe

Cerboxilo terminot

Enloces S-5

ESQUEMA DE LA ESTRUCTURA PENTAMERICA DE LA IeM
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4.2 FUNDAMENTOS DE LAS REACCIONES SEROLOGICAS

Cuando una sustancia penetra al organismo y cs reconocida como extraiia y
estimula la formacion de inmunoglobulinas (anticuerpos) que tengan la capacidad de
combinarse con la sustancia reconocida como extraia que dio lugar a su formacion se
va a dar el complejo antigeno-anticuerpo.

Los métodos seroldgicos se basan en la especificidad de las reacciones antigeno-

anticuerpo para el diagnostico de varias enfermedades, ya que la presencia de una

" ~anticuerpo especifico en el suero, sugiere o indica que existi6 o existe una infeccion

' k'(:z’mysadeytrbpor el antigeno que determina la formacion de ese anticuerpo.

S .. Cuando se sospecha de algin agente etiologico y no se puede aislar este, las
. ,brﬁébas serologicas son de gran ayuda para poder determinarlo y también para poder
-“valorar la continuidad de la infeccion.

Para poder obtener resultados fehacientes sobre una posible enfermedad se
deben de tomar muestras lo mas pronto posible, 2 semanas después y una tercera
alrededor de la cuarta semana.

Cuando los titulos de anticuerpos dan iguales en las muestras quiere decir que la

produccion de dichos anticuerpos fue debido a una infeccioén pasada.ay
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4.3 TIPOS DE REACCIONES INMUNOLOGICAS

Las pruebas antigeno-anticuerpo pueden clasificarse s‘egvl]h‘ si-1a prueba depende

de una interaccién primaria entre el anticuerpo 'y ‘el antigeno ‘que se basa en el

reconocimiento especifico y la combinacion de un detenninamé antigénico con el punto

de conjugacion de su” anticuerpo ' correspondiente o si_se basa en una manifestacion

secundaria - tal como a ipitacion, floculacion, aglutinacion, - fijacion de

complemento, etc.. rciarias tienen lugar como reacciones biologicas

subsiguientes a los niveles p secundarios, estas reacciones incluyen muchos

efectos bioldgicos de la activacion de cdmplemento, como la opsonizacion, fagocitosis,

quimiotaxis, etc.a
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REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

L o

Antigeno Anticuerpo Reaccion primaria
(fijacion)

Manifestacion secundaria

.

Fijacion de complemento Aglutinacion, Precipitacion
Dependiendo dela 1g.
l (1gG: Aglutininas, 1gM Precipitinas)

Manifestaciones terciarias

- Fagocitosis y opsonizacion
- Quimiotaxis

- Adherencia inmune

- Desgranulacion celular

TESIS CON
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Las prucbarsv cuantitalivas, que dépenden por completo de la interaccion primaria

entre el anugeno y el amncuerpo comprenden: a _inmunoflorescencia, el ..

radlolnmunoensayo y pruebas nmunoenznmallcas(n

s sensibles que las secundarias o terciarias y no

dependen de variable: as reacciones secundarias o terciarias.

Las prucbas primarias requieren de:

- Un ant:geno punt‘ cado o ‘una preparacion de anticuerpos

- Una tecmca para cuanu!'car el antigeno o el anticuerpo mediante el uso de un
radlmsotopo, enznma o marca fluorescente.
- Un método para separar el complejo reaccion antigeno-anticuerpo de fos antigenos o

anticuerpos libres.a

44 VISION GLOBAL Y PRINCIPIOS GENERALES DE LOS
INMUNOANALISIS

Los inmunoanalisis son técnicas disefiadas para poder detectar y en algunos
casos hasta cuantificar los antigenos o anticuerpos. Pueden emplearse reactivos
marcados o sin marca, los reactivos no marcados presentan limitaciones en cuanto a la
sensibilidad ya que para poder detectarlos deben formarse grandes cantidades de
.1‘,_complejos antigeno-anticuerpo. Algunos ejemplos de estos son: inmunoprecipitacion y

agluktmyaclon, para detectar dichos complejos por técnicas de equilibrio o cinéticas.a
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SENSIBILIDAD RELATIVA DE LAS PRUEBAS INMUNOLOGICAS
DE REACCIONES - DE TIPO SECUNDARIOa

PRUEBA INMUNOLOGICA - ‘MINIMO DE ANTICUERPO DE-
TECTABLE O NECESARIO PA-

RA LA REACCIONEN pg

Precipitacion

Precipitacion en tubo 0.1
Inmunodifusion 0.1-0.3
Aglutinacion

Cualitativa 0.05

Cuantitativa 0.02-0.1
Hemaglutinacién 0.001
Fijacion de complemento 0.05

Los sisternas de inmunoanalisis basados en el anticuerpo como reactivo analitico
especifico pueden subdividirse en dos clases de métodos principalmente. Estos son: Los
7 analisis de Tipo I que se basan en el empleo de un exceso de anticuerpo sobre el
elemento utilizado, y los de Tipo 1l donde la cantidad de anticuerpo es menor que la del

elemento que se analiza en el sistema.a

Tipo I: antigeno + exceso de anticuerpo ——®  Complejo antigeno-anticuerpo +

anticuerpo residual.

Tipo ll: exceso de antigeno + anticuerpo  ——  Complejo antigeno-anticuerpo +

antigeno residual.
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4.5 PRUEBAS DE SENSIBIHLIDAD CUTANEA (Intradermorreacciones)
Con éstas pruebas sc investiga la inmunidad celular del individuo, la cual

consiste en una defensa menor en la defensa del hospedero contra los microbios

invasores. Esta se encuentra formada por células de gran complejidad que combinan

caracteristicas cspec'iﬁca's: e eSbcciﬁcas, entre las que se encuentran las células
lmfmdes dependlentes del tlmo que reconocen a los microbios invasores e inician una
cadena de respuestas en’ las cuales incluyen reacciones inflamatorias mononucleares,
destrut_:clén cltot()xwa de las células invasoras, activacion de macrofagos fagocitarios y
: yll'eacéién(’:}s'de hipersensibilidad retardada en los tejidos.

En el curso de dichos acontecimientos, los microorganismos o células extraiias

son fijados en su punto de entrada, limitando asi su invasividad.a

PROCEDIMIENTO

Se realizan inyectando intradermicamente cn el antebrazo o en la region
interescapulovertebral, - 0.1m! de soluciones de antigenos obtenidos de filtrados de
cultivos o extractos ‘de polisacaridos (fase levaduriforme o filamentosa) de los hongos
-~ que causan micosis iantd superficiales como profundas, la dilucion de las soluciones por
= lo re},ular es de 1 2000 (aproxnmadamen(e 5x107 células por ml), la lectura se efectiia

e entre las pnmeras 24 48hrs: 1)
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DIAGNOSTICO

La mtensldad de la reaccion se mndc por la por el lamaﬁo de la mdurac:on no: -

. por el ernema Una reaccién posmva mide Smm de dlametro cuando miden menos de

i Smm la reaccién es dudosa v si no existe induracién es negativa.e

EJEMPLOS DE LAS INTRADERMORREACCIONES

ANTIGENO INDICATIVA DE:
- Candidina No es diagnéstica ¢ indica
: contacto previo con el
hongo
- Coccididdikp’a Si es positiva indica infec-

cion, pero si es positiva con.
lesiones es buen pronéstico
y si hay lesiones pero es
negativa es un mal prondas-
tico

- Esporotricina Sélo es diagnéstica cuando
T se presentan lesiones

- Histoplasmina Es diagnostica si es positiva

- Tricofitina No es diagnostica y aveces
se utiliza en dermatofitosis
inflamatorias y profundas.

- Paracoccidioidina | Diagnostica si ¢s positiva,
pero existen reacciones
cruzadas con la histoplasmi-
na.

TESIS CON
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4.6 FUNDAMENTOS DE LAS REACCIONES DE PRECIPITINAS

El precipitado que se constituye cuando se combinan grandes complejos de
antigeno y anticuerpo para formar un reticulo insoluble se ha utilizado profusamente
para identificar y cuantificar las reacciones inmunoldgicas. El anticuerpo principal que

se determina son las IgM, que son inmunoglobulinas primarias.a.»

Cada una de las formas de aplicacion de las técnicas de precipitacion tiene una

ventaja »dikstin'ta de sensibilidad, especificidad y simplicidad.

En las reacciones de precipitacion . (precipitina), el antigeno se encuentra en
solucién. El anrtim‘xerpo entrelaza las moléculas de antigeno en proporciones y agregados
variables (precipitado#), én la zona de equivalencia, proporciones optimas de antigeno-
anticuerpo se combinan y la precipitacion es maxima, cuando hay exceso de anticuerpo
el sobrenédénté tiene anticuerpo sin combinar y la precipitacion es submaxima y en la
zoné con exceso de antigeno todo el anticuerpo se combina, pero la precipitacion es

reducida ya que muchos de los complejos formados son solubles.a




- 1256 -

=<4

Vv { } < S

Pt

Z/—\

ona de equivalencia

W

Zona de exceso de
Antigeno

Zona de exceso de
Anticuerpo

B TESIS CON
*En el eje de las X se tiene la concentracion de antig; oF A-L-LA DE ORIGEN

*En el eje de las Y se tiene al precipitado antigeno-anticuerpo *

La cuantificacion del antigeno se determina midiendo la cantidad de precipitado,
esto se logra comparando el problema con estandares conocidos o también se pueden
realizar midiendo la cantidad de nitrogeno del precipitado que proviene del antigeno ,

con frecuencia esta medicion se realiza con el micrométodo de Kjeldhal (Ver pag 21) y si
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las proporcuones son adecuadas precnplta lodo el anu;,eno por tanto el nitrégeno del

Los factores que afectan las reacciones:de precipitacion son, temperatura, pH,

" proporciones de reactantes, concentracién de’sales; etc..

La reaccion de precipitacion  constituye la base de muchas técnicas

inmunoquimicas ya sea cuantitativas o cualitativas.

PRECIPITACION EN TUBO

Consiste en preparar una serie de tubos de ensayo, los cuales cada uno tiene una
cantidad conocida de antisuero, después a cada uno se le aiiade en forma secuencial una
cantidad creciente de antigeno utilizado para la inmunizacion, después se deja reposar
cierto tiempo para que tenga lugar la precipitacion, una vez que se forma el precipitado
se compara con los estandares que contienen cantidades de antigeno conocido y segun

el ancho de la banda de precipitacion es la cantidad de antigeno.
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INMUNODIFUSION SIMPLE

Comprende la incorporacion de anticuerpos en el gel de agar a una temperatura
lo suficientemente baja para evitar la desnaturalizacion y permitir el relleno de los
recipientes adecuados como tubos de ensayo, placas de Petri o portaobjetos, La
aplicacion directa del antigeno que hay que estudiar se realiza entonces como una capa
en el tubo de ensayo o por difusion desde un disco introducido en las placas del agar.
Después de un tiempo de espera para permitir una difusién y equilibrio, aparece la
formacion de bandas de precipitacion en cl agar. La observacion visual confirma la
presencia de una linea de precipitacion en el agar. Esta linea se forma en el punto de
relacion optima antigeno-anticuerpo, que es el mismo punto de equivalencia del
precipitado. La distancia de la linea de precipitacion del punto de aplicacion del
antigeno es directamente proporcional a la concentracion del antigeno cuando se usa

una cantidad definida de antisuero.

Mediante una comparacion grafica con preparaciones de estandares de
antigenos, se puede determinar la cantidad del antigeno desconocido. El principio de la
técnica consiste en que el antigeno difunde a través del agar que contiene los
anticuerpos hasta conseguir el punto de equivalencia y que se forme la linea de

precipitaciona
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'mm de distancia

Problema antigeno
desconocido

| P

T {
20 30 40 50

r
60

Concentracion estandar ug/ml

inmunodifusion sencilla en una dimensién
(tubo de Oudin) el antigeno difunde de 1a
capa superior al interior del agar que con-
tiene el antisuero, en ¢l cual se forman las
lineas de precipitacion a los puntos de

equivalencia para cada antigeno distinto.
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INMUNODIFUSION DOBLE

El principio de la prueba es el mismo que en la inmunodifusion. simple, los
recipientes pueden ser del mismo tipo que en la simple, pero en este caso se incorpora

un gel de agar como medio de soporte, €l cual separa el antigeno del anticuerpo; El

antigeno y el anticuerpo se aplican en puntos separados mediante cilindros perforantes

en el agar o bien cbldca‘r'ldo,el‘anucuérpo en la base del tubo de ensayo y separindolo

del antigeno medyiante' una capa deﬁgai’, se deja reposar entre 18-48 horas para que los

reactantes se pongan en:contacto en la interfase de difusion, y en el punto de

equivalencia se formara una linea de precipitacion.

Este metodo tamblén se puede utlhzar dc fonna semlcuanmauva inspeccionando

el grosor de la Imea de preclpxtaclon y detenmnando la distancia de migracién desde los
depasitos de los reactantes, ya que si la Iinea de precipitacion se forma mas cerca de
donde se deposita el antigeno quiere decur que hay un exceso de anticuerpo y si se forma
mas cerca del depdsito del anticuerpo quiere decir que existe un exceso de antigeno. La

comparacion con un antigeno de concentraciéon conocida que ha reaccionado en un

equilibrio paralelom
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el antfgeno difunde en el agar partiendo

de la capa superior mientras que el anti-

Inmunodifusién doble en una dimension C
N1
$y

cuerpo lo hace desde abajo. En los pun-

tos de equivalencia de cada antigeno

diferente se forman bandas de precipita-

cion.

INMUNODIFUSION DOBLE EN DOS DIMENSIONES

Este es un método también se conoce como método de Ouchterlony que
representa una variacion del método inmunodifusion doble. Esta técnica se lleva acabo
en un caja de Petri o en un portaobjetos y se utiliza para comparar diferentes antigenos
o distintos anticuerpos.

El principio es basicamente el mismo de lo que es la inmunodifusion, pero aqui
se trata de demostrar a las moléculas que comparten una estructura antigénica similar,

idéntica 0 que no comparten ninguna.
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Las moléculas que comparten una estructura anigénica idéntica en la linea de
precipitacion forman una figura de completa coalescencia, mientras que las que
presentan diferencias antigénicas parciales muestran un dibujo o figura de espolén, y las
moléculas que son diferentes totalmente en su estructura antigénica muestran un dibujo

entrecruzado de las lineas de precipitacién.

Mucstra de precipitaciéon en las i de doble i difusiéon (Ouchteriony)
[ ] [ ]
! . =

AN PaS

Identidad antigénica
(las lineas de precipitacion
se fusionan completamente

en la interseccién) &= o0
© o Falta de identidad antigénica
J (las lineas de precipitacion se cruzan
en la interseccion, indicativo de an-

)\ tigenos no compartidos)

® = antigeno 1

Identidad antigénica parcial

(la linea de precipitacion O = antigeno 2

de Ag} se funde completa- O = antigeno 3
mente con Ag2; Ag2 muestra
una huella de precipitacién) == ~ anticucrpo contra antigeno | ®

mas alla de la interseccion
con Agl indicativa de anti-

genos compartidos. [ = anticuerpo contra antigeno 3

SR = 2nticucrpo contra antigeno 2 o
o

TESIS CON
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CONTRAELECTROINMUNOFORESIS
(Reaccion de electroinmunodifusion)

Este método es una variacion de la reaccion de inmunodifusion doble creada por
el aumento de la difusion de los reactantes en gel de agar mediante el uso de la corriente
eléctrica. El anticuerpo se coloca en el recipiente que favorece su difusion en direccion
al catodo, micentras que los antigenos, que suelen ser mas negativos, se colocan en el
depésito que favorece su migracion al anodo. El efecto electroforético (el paso de la
corriente eléctrica por el agar) acelera la movilidad de los reactantes y su movimiento de
encuentro, por lo que, la linea de precipitacion se forma mucho mas rapido de 30 a 60

min.

Electroinmunodifusion

Este método es 10 veces mas sensible que la doble difusiéon sin corriente
cléctrica. Este método estd limitado a los antigenos acidicos. Es el mas atil para la
deteccion rapida de antigenos en los liquidos corporales; éste método se usa mucho para

la deteccion de antigenos polisacéridos en LCR.

TESIS CoB
JALLA DI ORIGEN
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INMUNODIFUSION RADIAL (IDR)
Es una técnica que se ha demostrado y que 'é,s de gi"z::hmiliaad’para cuantificar

las inmunoglobulinas y proteinas séricas en el laboratorio clinico’: El enfoque presenta

se cortan unos discos

general éste * método

concentracién es muy.baj

.“Cantidades conocidas dg' estandares se colocan en algunas depresiones frente a

le ‘los "anillos de precipitacion para los diferentes estandares de

ééncénvtra;i‘(ip." Estos\ diametros y concentraciones conocidas (estandares) se trazan en
‘un papel ise'milogaritmico y se realiza a si una curva patron, por lo que después los
ariémetros de los anillos de precipitacion de los problemas se interpolan en la curva
patron y asi podemos conocer la concentracion del material desconocido, el resultado se
expresa en pg/ml.

En algunos casos, el deterioro del material desconocido de analisis puede dar
lugar a la aparicion de fragmentos de precipitacion que también determinaran la

aparicion como antefacto de anillos dobles o triples de precipitacion. Sin embargo, este
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tipo de problemas aparccen en raras ocaciones y, en general, el método es el mas simple

y directo para la deteccion directa de macromoléculas como las inmunoglobulinas.can

Diagrama de inmunocuantificacion mediante e! método de inmunodifusidon radial
simple

Est 1 Est 2 Est 3 Desconocido

Portaobjetos de vidrio cubierto de agar que contiene el \5

el anticuerpo especifico.
Linea de precipitacion
® Esténdar 1
o Estandar 2
o Estandar 3
L4 Desconocido o muestra
Diametro del anillo
De precipitacién (mm) 3
25
2!
s | TESIS CON

T T T T T I T

T T T TIRALLA DE ORIGEN

Concentracion del reactante
de la prueba (pg/ml)
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4.7 PRINCIPIOS Y FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTININAS
Cuando el antigeno no se encuentra en solucion, pero s¢ encuentra presente

sobre la superficie de una particula o célula y este entra en contacto con el anticuerpo

que en este caso sc trata de IgG qh_c.so ] inmunoglobulinas de memoria, da lugar a la
formacion de grumos de las p:;ni'éula; I(_; que se le conoce como aglutinacion, que es
una reaccion seroldgica clasica 'qu‘é:'corﬁprende la aglomeracion de una suspension
celular mediante un anticuerpo especifico. Este fenomeno se puede observar cuando
antigenos corpusculares, como las células sanguineas o microorganismos se exponen a
un anticuerpo en condiciones adecuadas.

La reaccion de aglutinacion tiene lugar en dos pasos, el primero es cuando el
anticuerpo se une al antigeno y el segundo es cuando se da la aglutinacion denominando
asi al antigeno como antigeno completo.

La prueba de aglutinacion es semicuantitativa, algunas veces la aglutinacion
o pdcde ser valorada visualmente, la reaccién de aglutinacion es muy sensible y existen
una gran cantidad de antigenos que se pueden detectar por medio de esta prueba,
también es muy simple haciéndola muchas veces es engaiiosa, por lo que hay que tener
un programa de control de la calidad mediante el uso de reactivos bien caracterizados y
también se debe de conocer muy bien las causas de cuando pueden darse resultados
falsos positivos y negativos.

Las reacciones de aglutinacion se pueden clasificar en directas e indirectas estas

ultimas también se les conoce como pasivas.
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PRUEBA DE AGLUTINACION DIRECTA

Es una reaccion que se manifiesta mediakmkc;‘ Qng_'agiohcracién de células o de
una suspension de particulas insolubles como mié;doréanismos por anticuerpos
especificos. e

La agregacion se lleva acabo por ahiicﬁerﬁos qt;e poseen dos 0 mas receptores
de conjugacion cuando estos se encuentran unidos a los antigenos que se encuentran en

la superficie celular o muy cerca de ella.

PRUEBA DE AGLUTINACION INDIRECTA O PASIVA

Es una técnica que tiene mucha utilidad en el laboratorio clinico, esta prueba se
basa en la aglutinacion de células o particulas inertes que son recubiertas de antigeno o
anticuerpo soluble. Se le conoce como pasiva ya que las particulas son portadoras
pasivas y los antigenos pueden ser absorbidos fisicamente o acoplados en la superficie
por enlaces covalentes.

Los glébulos rojos humanos se pueden utilizar con gran eficacia como particulas
inertes, los globulos rojos deben de ser primeramente adsorbidos por células no
recubiertas para eliminar anticuerpos inespecificos que puedan dar lugar a
aglutinaciones inespecificas, para que los antigenos se conjuguen mejor con la célula a
los hematies o globulos rojos se les da un tratamiento con acido tanico.

Unas de las principales particulas que se utilizan como particulas inertes son la

bentonita, colodion, carbon vegetal y el latex.
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E Jatex es una suspension de particulas esféricas de un polimero de poliestireno.
Las protcinas y/o polisacaridos se adsorben en la superficie, o por cnlaces covalentes a
través de grupos carboxilo, por lo que permite que las particulas sean aglutinadas por el

anticuerpo especificom

Aglutinaci6n pasiva

O +‘A —

Particula Antigeno El antigeno es
absorbido o
fijado.

i — /7
e
Anticuerpo *
a Aglutinacion

TEEIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.8 PRUEBA DE FIJACION DE COMPLEMENTO (FC)
Se le conoce como complemento a un sistema que esta constituido por 20 o mas

proteinas plasmaticas que interacttian entre si mismas y con las membranas celulares

Cada’ componente osea cada proteina debe de ser activado en secuencla y bajo'

condiciones apropladas para que la reaccion progrese.

La prueba de FC sirve para identificar el antigeno en base a el ant ucrpo, esto.

se reahza en dos etapas

"En'la primera etapa se encuentra el antigeno y el antiéuerp() (qn6 conocido y
otro deséonbcido) se mezclan con una cantidad conocida de complemento, si el
a_ntigend y el anticuerpo coinciden se entrelazaran y se fijaran al complemento y si
estbs compiten el éomplemento se consumira.

En la segunda étapa a la mezcla primerz se le agregan eritrocitos sensibilizados
(recublenos con antlcuerpo eritrocitario) como indicador. Si antigeno y anticuerpo
mezclados han f jado complemento en la primera etapa, una cantidad menor de
complemento} seka»dl.leknrg‘a los_eritrocitos sensibilizados y éstos permaneceran sin
hemolizar, es decir la ‘p‘melsa es positiva, pero si en el primer paso el anticuerpo no se
combina con el éﬁfigehu el complemento estara libre para adherirse a los eritrocitos y
se hemolizaran, esto es una prueba negativa.

-.La cantidad de hemélisis se mide para determinar la cantidad de complemento

que no se consumio en la primera ctapa.ain
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4.9 PRUEBA DE ELISA (cnzyme-linked-immuosorbent assay)

Esta prucba se basa en la especificidad de los anticuerpos. Se emplean enzimas
como ligandos para unir las mol‘éculas de anticuerpos; las reacciones enzimaticas son
muy sensibles por eso mismo algunos productos de reacciones enzimadticas se pueden

medir en cantidades muy pequeﬁas por Io que la utilizacion de ligandos enzimiticos

disminuye la cantidad de comple_yo antigeno-anucuerpo requenda para su deteccion

1 o anllcuerpos se realiza de una manera covalente,

La unién de la

ades catalmcas de la enzima y el anticuerpo queda

'as mas utilizadas se encuentran:

rechbiéna coh antlcuerpds especiﬁcos para el antigeno que se desea detectar, si el
amigeno esta presente.en:la muestra quedara atrapado por los sitios de fijacion del
antlgeno sobre el anticuerpo, después se lava para eliminar ¢l material que no se asocia,
se adlclona el segundo’ antlcuerpo con la enzima conjugada que también es especifico

para el antigeno y se fijara en Ios determinantes antigénicos restantes, se vuelve a lavar

y se dt:termma lg ac;nvndad enzimatica del material adherido en cada pozo, adicionando
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el sustrato de la enzima. El color formado es proporcional a la cantidad de antigeno
presentc.

ELISA para la deteccion de antigenos

Yo LY e

1: El anticuerpo contra el antigeno sc une al pozo del microtitulador

[ ]
@ Antigeno

2: La muestra se adiciona como fuente de antigeno, lavar

Emparedado de 3r -
doble anticuerpo & - )
Anticuerpo secun-
'__—' dario.
3. Anticuerpo marcado con enzima +r(anticuerpo secundario) adicionada
El anticuerpo marcado con enzima se fija con el antigeno; lavar

a8 e e<d
@ -4 -]

<1 3 4} a I I u
1]
4: Se adiciona el sustratold parg la enzima

Producto de color de la enzima¥ formado
El color es proporcional a la cantidad de antigeno

Color
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Antigeno
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En la prucba indirecta se detectan amticuerpos
Procedimiento:

En este tipo de ELISA los pozos de! microtitulador se recubren con el antigeno y
se le adiciona una muestra de suero, si existen anticuerpos en el suero para ese antigeno
se formara el complejo antigeno-anticuerpo, después se debe de lavar y se le adiciona
un segundo anticuerpo de “deteccion”, que es una anticuerpo 1gG anti-humano de cabra
o de conejo el cual contienen una enzima conjugada, se adiciona el sustrato de la enzima
y como en el caso directo se determina la actividad enzimatica por medio del color que

desarrolla y este es proporcional a la cantidad de anticuerpo circulante en el suero.un

ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos

{ Py { @ Antigeno

1: El antigeno se fija al pozo del microtitulador

l é £ I YAnticuerpo del suero

2: El anticuerpo de! suero se¢ adiciona; se lava

. TESIS CON
. < «I+ | FALLADE ORIGEN
| ® | Anticuerpo secundario

3: Se adiciona el anticuerpo anti-humano marcado con enzimagSe lava
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4: Se adiciona el sustrato a la enzima,& El color formado‘
es proporcional a la cantidad de anticuerpo en el suero

Color

Anticuerpo

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.10 INMUNOANALISIS POR FLUORESCENCIA

Las moléculas de anticuerpos pueden volverse  fluorescentes ‘agrcgéndoles
quimicamente un compuesto organico ﬂuoresceme, como’ la rodamina B o el
isotiocionato de ﬂuéresceina, esta union se realiza mediante enlaces covalentes por lo
que nos se daﬁ_a: la especificidad del anticuerpo de manera importante, esta union hace
‘pos'i'bvle qug se 'détecten los anticuerpos en el microscopio de fluorescencia. Esto es
;é_osibfé ya qué uha molécula de tipo fluorescente al ser irradiada por luz de una longitud
Vde orvldtk!ka‘dkecubada (luz UV de baja frecuencia), se excitan los electrones y cambian a un
estad’o de mayor energia (cambian de &rbita) y cuando recupera su estado basal (su
orbita) la energia se libera en forma de fotones, los cuales tienen mayor longitud de
onda que la l4uyz vco'n lé que se irradia.

Cada combuesid fluorescente tiene un parametro maximo de excitacion y
Vemisién. ‘

Existen dos tipos de procedimientos de los inmunoanilisis fluorescentes, el
directo y el indirecto. En el directo los anticuerpos contra el organismo son por si
mismos fluorescentes, y ocurre cuando el anticuerpo marcado reacciona en forma
directa con el antigeno., se realiza de forma similar al ELISA directo.

Indirecto se pone de manifiesto un anticuerpo que se encuentra en la superficie de una
célula que forma complejo antigeno-anticuerpo, el antigeno que se agrega es conocido y
después se la adiciona el anticuerpo marcado que va a reaccionar con determinantes
antigénibqs (epitopos) libres del antigeno adicionado y se volvera a formar un complejo

ntigeno-anticuerpo el cual es fluorescente y se visualiza en el microscopio de

uo! éscencia.n.s.n.m
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Preparacion de anticuerpo fluorescente

Isotiocianato de fluoresceina

#rN=C=S
L Anticuerpo

|

Grupo amino libre en el
anticuerpo

PN=C-N i N-C=Ngir

Anticuerpo fluorescente

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.11 RADIOINMUNOANALISIS

Los radioinmunoanilisis (RIA) son los métodos mas sensibles y versatiles que
existen para la cuantificacion de antigenos o haptenos que pueden ser marcados con

radiactividad.

Se basa en la competenciav 'por un anticuerpo especifico entre la concentracion
marcada la cual F<‘:s ’éo‘qocidx‘; y la no marcada del material la cuai no es conocida.

Los qupléjbé l'brrﬁados entre el antigeno o hapteno y el anticuerpo se pueden
separar entonces determindndose la cantidad de radiactividad y la concentracion del
antigeno no marcado (desconocido) se determina comparandose el efecto con los

obtenido usando varias concentraciones de un antigeno estandar predeterminado

Existe un tipo de RlA que se utiliza para la determinacion cuantitativa de

antlcuerpos séricos IgE que reaccionan con un alergeno especifico, la cual se conoce

como prueba de absorcnon alergorradiactiva (RAST), el proposito del estudio es valorar

Ia reacmon a algunos estimulantes de alergias, constituye una alternativa segura y

i convemente de valoracmn cutinea.
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UTILES EN LA DETERMINACION DE

MICOSIS
Infeccion Antigenos Prucbas Interpretacion
Aspergilosis A fumigatus tnmunodifusion Una o varias bandas de pre-
A.niger cipitacion sugieren una in-
Aflavus feccion activa. Estas bandas
parecen estar relacionadas
con los titulos de FC. cuan-
tas mas bandas mayor titulo
B.dermatitidis

Blastomicosis

- vaduras:

Forma levadura

Fillmdo tde
cultivo de le

FC

-'| Inmunodifusion

Lostitulos de 1:8 a 1:6 su-
gieren infeccion activa, los
titulos 1:32 o superiores son
indicativos. Pueden presen-
tarsc reacciones cruzadas
con pacientes que tengan
Histoplasmosis y Coccidioi-
domicosis. Una disminu-
cion de los titulos es indica-
tiva de regresion de la infec
cion.

Los resultados preliminares
muestran que es mas sensi-
ble que FC, se detectan has-
ta un 80% de los casos.

Candidosis_. -

.| Contrai

‘en latex

electroforesis

Aglutinacion

Prueba dificil de interpretar
ya que las precipitinas tam-
bién se presentan en los in-
dividuos sanos.
Precipitacion visible des-
pués de las 2-3 semanas de
iniciada la enfermedad.

Coccidiodomicosis

Coccidioidina:

FC

Infeccion activa titulos de
1:2 a 1.4 en titulos bajos se
deben de seguir pruebas re
petidas a intervalos de 2-3
semanas. Las lesiones pul-
monarias suelen dar falsos
negativos. Los titulos son
directamente proporciona-
les a la gravedad de la in-
feccion
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Infeccion

Antigenos

Prucbas

Interpretacion

Coccidioidomicosis

Coccidiodina

Coccidiodina

Inmunodifusion

Aglutinacién en
latex

FC

Los resultados se correspon
den con FC y pueden utili-
zarse como prueba selectiva
Las precipitinas aparecen
durante las 3 primeras sema
nas de la infeccion, tiene
valor diagnostico pero no —
pronostico. Las pruebas fal-
sas positivas se presentan
con frecuencia cuando sc u-
tilizan suero diluido o LCR.
Se presenta de manera tardia
por lo general cuando las
precipitinas disminuyen o
desaparecen,; su titulo se
mantiene durante ¢l curso
de la enfermedad y es diec-
tamente proporcional a la
cantidad de parasitos.
Titulos mayores entre 1:64
o mis indican diseminacion
de la enfermedad.

Criptococosis

No se utiliza
antigeno, sino
particulas de
latex recubiertas
con globulina
hiperinmune
anticriptococica

Aglutinacion en
latex

La presencia de polisacari-
dos criptocacicos en los li-
quidos organicos es indica-
tiva de criptococosis. La re-
gresion de los titulos es in-
dicativa de mejoria.
En LCR se determinan un
95% de las enfermedades
con meningitis y un 30%
sin meningitis.

La presencia de los
polisacaridos se manifiesta
con la aglutinacion.

H istoplasmosiS

Histoplasmina y
levadura de
H.capsulatum

FC

Los titulos de 1:8 a 1:16 son
sospechosos de infeccion;
titulos de 1:32 o mas eleva
dos son indicativos de in-
feccion activa. En pacientes
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tnfeccion

Antigenos

Prucbas

Interpretacion

Histoplasmosis

Histoplasmina

Histoplasmina -

continuacién FC|

Inmunodifusion

Aglutinacién en
Latex

con aspergilosis, blastomi-
cosis o coccodioidomicosis
se presentan reacciones
cruzadas aunque los titulos
son mas bajos.
En personas que han sufrido
una exposicion previa a
H.capsulatum en un 17 a un
20% la prucba sale positiva
aungue no se este con una
infeccion.
E! antigeno de levadura es
mas efectivo que la histo-
plasmina.
Cuando aparecen las bandas
de los antigenos de la fase
Micelial y levaduriforme se
indica una infeccion activa,
la banda micelial(M) pucde
aparecer sola e indica una
infeccion inicial o cronica
la banda levaduriforme(L)
aparece mas tarde que la M
y desaparece mas pronto
y esta desaparicion puede
indicar remisién de la enfer
medad.
La prueba no es fiable se
presentan muchos falsos
positivos y falsos negativos
cada analisis positivo se
debe de confirmar con FC.

Esporotricosis

S.schenckli

Levadurade 7

Aglutinacion

Los titulos de 1:80 o mas
suelen indicar infeccion
activa. En algunos casos
cutancos se pueden pre-
sentarse pruebas negativas
en infecciones extracuta-
neas se dan pruebas posi-
tivas




CAPITULO 5

“PRUEBAS RADIOLOGICAS”
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5.1 FUNDAMENTOS DE PRUEBAS CON RAYOS X

Los tejidos blandos y oseos del cuerpo se pueden examinar por medio de los
rayos X (rayos Roentgen) que son vibraciones electromagnéticas de longitud de onda
muy corta que son producidos cuando los electrones de movimieno rapido chocan con

diversas sustancias. Por. su corta longitud de onda pueden penetrar sustancias muy

densas ykpro:duc' ‘una’sombra o esbozo que se registra en una pelicula fotografica.

. Basicamente el principio o' fundamento de una radiografia s¢ basa en las diferentes

~densidades’ que tienen” los Organos del cuerpo, las cuales producen sombras de

1able sobre 1a pelicula que es afectada de igual manera que con la luz. La

sensible emulsion:de’

lata de la pelicula experimenta un cambio quimico cuando se

expone a la radiacion . -

Los rayos X viajan a la velocidad de la luz en linea recta y cuando estos pasa a
través de una materia , la intensidad es reducida por la absorcion que se lleva a cabo, la
cual entre més densa sea la materia mayor absorcion de estos va a tener, y la placa se

" revela y fija produciendo una imagen negra, blanca y de varios tonos de gris.

Actualmente existen equipos que se basan en los rayos X que usan técnicas de
- alta resolucion, pantallas de television, registros magnéticos digitales e impresores laser

qué producen imagenes mas definidas de 6rganos y huesos.
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En estos esludlos tamb:en se utlllzan medlos de con(raslc los cuales afectan la

densidad de un organo para podcr

suahzarlq de vmejor_ mariera.posnble, estos medno

pueden ir desde nauseas y vomno hasta un colapso cardiovascular, depresion del SNC o

muene si no se atlende.«m
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5.2 TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA (CT)
La tomografia computarizada (CT) también es conocida como tomografia éxial;-
computarizada (CAT); ésta técnica utiliza los rayos X, pero de 'a;lta _1'résolucié'n' (uh '

estrecho haz de rayos X) junto con un aparato especial que contiene un slstéma detector:

movil.
La técnica de CT sirve para examinar esqueleto axil, cerebro,‘r:nédukla espinal,

contenido toréacico y abdominal.

En las radiografias normales la imagen se proyecta hacia una"él,e;tl‘:a" yenIaTC
una computadora proporciona rapidamente calculos complejos, detem'inav‘t;tyés dél g“rado '
de haces de rayos X absorbidos por los tejidos en su trayectoria. Los valores numéricos
calculados obtenidos son entonces convertidos en sombras grises o de color para su
observacion.as, por lo que su funcion mas valiosa es que proporciona la forma y

caracteristicas de los tejidos dentro de 6rganos sélidos.

La radiacion por exposicion varia dependiendo de la maquina pero su rango

oscila dentro de los 1.5-5 rads por lo que se debe evitarse su uso innecesario.ane
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5.3 RIESGOS DE LA RADIACION

Cuando el cuerpo se somete a radiaciones pueden existir algunos riesgos los
cuales pueden ser de dos tipos: somaticas y/o genéticos. Un riesgo de tipo genético es. k
cundo por radiacion, las células reproductoras (especificamente el DNA dentro de é§ta$)
sufran mutaciones y causar cambios en la descendencia del paciente. k

" Los nesgos somaticos son los que ocurren en los tejidos corporales dlfcrentes a

flas celulas reprod ctoras

: Los nesgos de la exposnclon de 1a radiacién no solo son cuando se recibe una

umca cantldad grande sino también cuando se manejan cantidades pequefias pero
"’rep‘ctldakme_ntg, ya que la radtacnon es acumulativa; la radiacion puede aumentar el
; :ﬁeégok déﬂcéncer después de un periodo latente de muchos afios.

Una mujer en el primer trimestre de embarazo esta particularmente en riesgo, ya

que un embridn o feto expuesto puede nacer con anormalidades. s

Para poder prevenir estos riesgos tanto para el personal médico, técnico como

para el paciente se toman varias medidas de seguridad.

MEDIDAS DE SEGURIDAD EN GENERAL
a) Todoel pgrsonal de radiologia como los pacientes debe de vestir batas y guantes.
b): Elarmazon del tubo de rayos X debe revisarse periodicamente para evitar cscapes.
‘c) L‘(v):sv’vrvégislros médicos del paciente deben revisarse cuidadosamente para valorar la
f.'recuencia de los examenes radiologicos de diagnostico y la dosis recibida en cada

estudio.
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~d) Los tubos de rayos X deben tener capas adicionélcs de aluminio que actilan como

medios de_filtracion’ que. reducen la_exposicion a la: radiacion: sin- sacrificar los

“ jrradiada, evitando exposicion periférica excesiva.

“g) Deben protegerse las gonadas en todos los pacientes capaces de procrear hijos a

. kménos que el examen sea del abdomen en la zona gonadal. «a
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5.4 PATOLOGIAS EN LAS CUALES LOS ESTUDIOS CON RAYOS X SON DE

UTILIDAD PARA VISUALIZAR EL GRADO DE PARASITACION Y PARA
EVALUACION DE ESTA

PATOLOGIA PRUEBA . CASOS EN QUE SON DE UTILIDAD
: ) : Y OBSERVACION
‘Cromomicosis . [ Rayos X y t&mograﬁa Solo en los casos de metastasis y os-

tedlisis, que son sumamente raros

Esporotricosis Rayos X . Casos pulmonares y osteoarticulares
' ’ SRR En casos pulmonares se visualizan
areas de condensacion o infiltrados
de tipo miliar, adenopatias hiliares
y en raras ocaciones ensanchamien-
to mediastinal

Rino‘sporidiosisvyr 'Rayos X Casos nasales para visualizar el
’ SRR e : avance del hongo.

Coccidioidomicosid - Rayos X : En casos pulmonares dseos y articu-
e ) lares. En casos pulmonares se obser
van infiltrados de tipo neumonico,
derrame pleural, lesiones similares
a las de tuberculosis miliar, llegan a
existir fibrosis y cavitaciones

Paracoccidioido- Rayos X Casos pulmonares, se observan in-
micosis filtrados difusos y lesiones nodula-
res bilaterales, raras veces se ven
cavidades.
Histoplasmosis Rayos X : Casos osteoliticos, pulmonares y

meningeos; En casos pulmonares
se observan nodulos diseminados
a ambos pulmones, adenopalias
hiliares, lesiones cavitarias,
fibrosis y derrame pleural, en los
otros casos se observa el avance

dELhQﬂ&L
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PATOLOGIA®

- PRUEBA".

- CASOS EN QUE SON DE UTILIDAD

Y OBSERVACION

_ Micetoma -

Cualquier parasitacion para visuali-
zar el grado de afeccion osea

Candido#is o

Casos pulmonares, se observan in-
filtrados cn forma de lineas defini-
das u opacidades en parches simila-
res a las de una bronconcumonia

¥ en casos m,as graves parece
tuberculosis miliar.

Mucormicosis -

"Rayos X y tomografia

Casos pulmonares y rino-cercbrales
Para visualizar la afeccion osea. En
el caso rino-cerebral se observa el
fendmeno de sinusitis (senos parana
sales nublosos y sin niveles de flui-
dos), en ocaciones fistulas y lesio-
nes ostcoliticas.

En el caso pulmonar no existen sig-
nos patognomonicos, solo indica
neumonia no especifica e infiltra-
cion, se han reportado masas fungi-
cas parecidas a las de Aspergillus.

Feohifomicosis :

Raybs'X y'tbmbgraﬂa

Casos con abscesos cercbrales. Se
Visualiza el absceso.

Criptococosis

- Rayos X y tomografia

Casos pulmonares y meningeos. En
los casos pulmonares se observa
infiltracion parecida a la tuberculo-
sis, lesiones solidas que simulan
neoplasias o abscesos pulmonares y
en proceso cronico moteado mifiar
difuso.
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PATOLOGIA PRUEBA CASOS EN QUE SON DE UTILIDAD
Y OBSERVACION
Geotricosis Rayos X y tomografia Casos bronquiales y pulmonares.

En los casos pulmonares se¢ abser-
van zonas densamente infiltradas
bien limitadas uni o-bilaterales y
por lo general se encuentran en 16-
bulos superiores.

En el caso bronquial hay un engro-
samicnto difuso peribronquial con
manchas de infiltrado en base pul-
monar

Aspergilosis

Rayos X

Casos pulmonares, sc observa una
imagen de bronconeumonia con
infiltrados y miltiples zonas de
consolidacion que sc confunden ~
con carcinomas pulmonares.

Actinomicosis .

iR Rayos X

Casos abdominales, cervico-faciales
y torécico- pulmonar, determinan el
ataque 6seo, manifiestan las lesiones
pulmonares y localizan las masas tu-
morales en intestino.

Nocardiosis .~

+. Rayos X

Casos pulmonares y cerebrales. En
los casos pulmonares sc observa un
infiltrado similar a tuberculosis y se
confunde con ésta
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5.5 ILUSTRACIONES

Tomografia axial computarizada, el lado izquierdo nos mucstra ¢l ataque al cercbro y el lado derecho la
perforacion cn el paladar en una mucormicosis

Radiogmfia de una Criptococosis pulmonar (4)

| TESIS CON

£ A DR ORGHY
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CONCLUSIONES:

- Se alcanzaron los objetivos propuestos, ya que .sc logré recopilar la
informacion mas actual y util dé‘_la.é ;échiéas‘ unhzadas para el diagnostico de
micosis mas comunes en’km»negtid pals El Vt‘kr;aszajo es de gran utilidad ya sea
en el campo profesional cofﬁo cncl ;:l;:égr}bilé‘écadéniico ya que:

- Durante el desarrollo del trabajd “se 'Eirvualiiaron los fundamentos de las
diferentes técnicas de tincion y‘eq i:ase a estos se pueden proponer otras
técnicas o sustituirlas. k

- También los fundamentos de los médios de cultivo, y gracias a esto también
podemos sustituirlos o prepararlos en ﬁase a‘l’bs nutrientes que necesita cada

microorganismo.

- En los fundamentos de las pruebas mmunologlcas observamos que son de

utilidad en caso de micosis snstemlca _y que nos pueden dar un valor

diagnostico y también pronosuco

Por ultimo también se revisaron Ios ﬁmdamemos de las pruebas radioldgicas

y que estas solo son de utilidad en micosis sistémicas.




GLOSARIO

A

Absceso: Coleccion localizada de pus
en una cavidad formada por la
desintegracion de tejido.

Absorcion: accion y efecto de absorber,
que es el paso de materiales solidos,
liquidos o gaseosos, disueltos en agua
hacia dentro o a través de células vivas,
por medio de un proceso de 6smosis, los
hongos tipicamente se nutren por
absorcion a través de la pared celular y
membrana plasmatica.

Abstriccion: Formacion de esporos por
la separacion de porciones sucesivas del
esporaforo a través del crecimiento.

Acidoéfilo: Se aplica a los organismos
que crecen en sustratos acidos, también
se aplica a los corpisculos celulares que
tienen afinidad por los colorantes
acidos.

Acropeto, ta: Extremo superior de
algo, se reficre a lo que se desarrolla
desde la base hacia el apice. En una
sucesion de conidios acropeta el conidio
que esta en la punta es el mas joven.

Acropleurégeno: Que sosticne esporos
en el apice y en los lados del micelio.

Acuminado: Terminado en punta sin
impontar su consistencia.

Acuminado: Que tiene una
protuberancia o elevacion en o cerca del
centro de una colonia.

Adenopatia: Cualquier enfermedad de
los ganglios especialmente linfaticos.

=189 -

Aereo: Que crece, se forma o existe en
el aire,

Aerdbico: Que requiere de la presencia
de oxigeno para desarrollarse.

Agar: Sustancia mucilaginosa obtenida
de varias especies de algas marinas que
se emplea con frecuencia como un gel
de diversos medios de cultivo para
microorganismos.

Alantoide: Que tiene forma de
salchicha.

Aleurioconidios: Espora de
reproduccion asexual, que se origina por
hinchamiento de una célula terminal o
lateral en algunos hongos imperfectos.

Algodonoso: Con pelos largos, blancos
y suaves como el algodon, varios tipos
de micelio son de éste tipo.

Ameboide: Semejante a una ameba y
por tanto cambian de forma.

Amerospora: Esporo asexual
unicelular, es decir no tabicado.

Anaerébico: Que vive o se desarrolla
en ausencia de oxigeno.

Anélido: Un tipo de célula conidiogena
(fialide anillada) que produce conidios
blasticos en sucesidn basipeta y a
medida que se van desprendiendo los
conidios se forma wuna cicatriz
semejante a un anillo o collar en la
pared externa de la boca de la fialide.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

2




" Sustancia producida de

manera - artificial - o natural (por . un :

orgamsmo) que daﬁa o mata a otro
or_r,amsmo o . :

Anlroporllco. En mlcolog,xa médica se
- refiere a un hongo que prcferememente
mfecta al hombre

Apéndice: Parte saliente de alguna otra
estructura., generalmente accesoria.

Apical: Ubicado en la punta de una
extremidad puntiaguda, en micologia se
refiere a la esporulacién a partir del
extremo de una estructura hifal
especializada.

Arciforme: Con forma de arco.

Artrospora: Espora que resulta de la
fragmentacion de una hifa, en la
terminologia moderna cstas esporas se
denominan conidios holoartricos.

Asca: Célula en forma de saco o bolsa
que generalmente contiene un nimero
definido de ascosporas que se forman
despues del cariogama y la meiosis.

Ascocarpo: termino general para un
saco micelial dentro del cual se forman
los ascos o ascas y las ascosporas.

Ascomicetes: Clase taxonomica de
hongos que se reproducen por
ascosporas.

Ascosporas: Espora haploide que crece

en el interior del asca como resultado de
un proceso de reproduccion sexual.

Aseptada: Sin tabiques.
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Asexual: Tipo de reproduccién que no

-implica cariogamia y meiosis, también

se denomina multiplicacion vegetativa.

Aterciopelado: da: aplica a las
estructuras cuya superficie esta cubierta
de pelo tupido, corto, fino ya sea
brillante u opaco.

Auxonograma: literalmente significa
diagrama de crecimiento. Se aplica a los
cultivos de microorganismos en los
cuales se aplica una cierta cantidad de
sustancias conocidas con el objeto de
ver su efecto de crecimiento del
microorganismo sembrado. Si éste es
estimulado en tomo a la sustancia
afiadida el auxonograma es positivo y
por el contrario si se inhibe el
crecimiento es negativo.

B

Basidio: Célula especializada en forma
de “palo de golf” de los basidiomicetes
en la cual se originan las basidiosporas
exogenas.

Basidiomicetes: Clase taxondomica de
hongos perfectos que se reproducen por
basidiosporas de manera sexual.

Basidiospora: Espora sexual
caracteristica de los basidiomicetes,
producido después de la union de dos
nucleos en ¢l basidio.

Basipeta: Se refiere a lo que se
desarrolla a partir del apice dirigiéndose
hacia la base, lo que quiere decir que el
grado de crecimiento es tanto mayor
cuanto mas alejado se encuentre de la
base.
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Baséfilo: Que tiene preferencia por
medios o sustratos basicos, o que los
corplsculos y organulos celulares tienen
preferencia por los colorantes basicos

Biparticion: Division en dos partes
iguales.

Blastoconidia: Esporo producido por
un proceso de gemacion a lo largo del
micelio o por un esporo Gnico

Blastomicetes: Clase de hongos
imperfectos que se  reproducen
principalmente por gemacion.

Botrioso: En forma de racimo de uvas,
racemoso.

C

Capa cérnea: Capa mas superficial de
la epidermis, de espesor variable,
formada por células planas, poligonales,
anucleadas, que se remueven
constantemente.

Capitado: Se refiere a una colonia
hemisférica.

Cipsula: Cubierta gelatinosa y hialina
que rodea la parte externa de la pared
celular de ciertas levaduras.

Cariogamia: Fusion de dos nucleos
para formar el nacleo  cigoto,
corresponde a la segunda fase de la
reproduccion sexual.

Catenulado: Que forma una cadenita o
semejante a ella.

Célula madre: Generalmente se aplica
a las células de levaduras que por

gemacion originan uno o varios brotes
que son las células hijas.

Cenocitico: Aseptado, talo en el que los
nicleos se encuentran incluidos en un
citoplasma comun, continuo, sin estar
separados por tabiques o septos
transversales.

Cigomicetes: Clase de hongos que se
reproducen por medio de
esporangiosporas inmoviles u
ocasionalmente  por  conidios, y
sexualmente por fusion de gametangios
para formar cigosporas.

Cigospora: Espora de latencia,
contenida en el cigosporangio (tipo de
esporangio), que resulta de la fusion de
dos gametangios.

Cerebriforme: Forma similar a la de un
cerebro, con plicgues, dobleces y
ondulaciones.

Clamidocondias: Espora de origen
asexual, recubierta por una pared celular
recia y de tipo perdurante, que funciona
como espora de resistencia o latencia.

Clavado: En forma de palo de golf o
clava.

Cleistotecio: Cuerpo fructifero,
generalmente esférico, delimitado por
una pared propia que al madurar se
rompe para dejar en libertad ascas.

Colonia: Conjunto de individuos de la
misma especie, Se refiere al conjunto de
hifas o células que en gran numero
crecen, con manifiesta relacion entre si,
a partir de un punto, para formar un talo
que presenta una morfologia
caracteristica de la especie.
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Columela: Estructura  estéril, de
soporte, que se localiza en el interior de
un esporangio u otra fructificacion.

Conidio, a: Espora asexual, no movil,
generalmente formada en el apice o en
un lado de una célula esporogena
especializada. Nunca se producen
dentro de alguna estructura con pared
celular rigida o peridio. Los conidios
son las esporas asexuales de los
deuteromicetes, ascomicetes y
basidiomicetes.

Conidiéforo: Hifa simple o ramificada ,
que se diferencia morfolégica y
fisiologicamente de una somatica por
producir y sustentar conidios.

Coremio: Cuerpo con frutos que
consiste en un manojo estéril de jifas
paralelas y una cabeza terminal de
ramas fértiles o que sosticnen esporos y
cordones  enrollados, cada uno
compuesto por muchos filamentos, que
dan a la colonia el aspecto
macroscopico de un cactus.

Crateriforme: En forma de vaso mas o
menos cdnico.

Cuerpo nodular: Una o mas hifas
entrelazadas que forman una estructura
redonda como un nudo.

Cuerpos pectinados: Ramas miceliales
vegetativas con proyecciones
unilaterales que parecen los dientes de
un peine.

Cunciforme: De figura de cuba o
parecido a la seccion longitudinal de

una cuiia.

D

Deciduoso: Que cac cuando esta
maduro.

Dematiiceo: Oscuro, referido a hongos
negros u obscuros.

Denticulo: Pequeiia proyeccion
parccida a un diente, sobre la que nace
una espora.

Dermatitis: Inflamacion de la piel.

Dermatofito: miembro del grupo
moniliaceos que se desarrollan sobre la
piel, pelo, viias y otras faneras del
hombre y animales superiores. Se
clasifican en tres géneros:
Microsporum, Trichophyton y
Epidermophyion.

Dermatomicosis: Estado de la piel,
sujetas a la accion de hongos ya sean
mohos y/o levaduras.

Dcuteromicetes: También se les Hama
Fungi Imperfecti por carecer de
reproduccion sexual tipica.

Dicarion: Que contiene dos nicleos
capaces de complementarse
genéticamente.

Dicotémico, ca: Ramificacion en que el
punto vegetativo se divide en dos
equivalentes, de manera que se forma
una horcadura de ramas iguales.

Dictiospora: Espora que tiene septos
transversales y longitudinales lo que da
un aspecto reticulado.

Didimospora: espora asexual bicelular.
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Dimérfico: Se refiere a un hongo que
tiene la capacidad de crecer en la forma
micelial o en la levadura segun las
condiciones en las que se encuentre.

Diseminado: Dispuesto en  dreas
diferentes. Se refiere a la diseminacién
de una infeccion micética a dos o mas
partes del organismo.

E

Ectétrix: Modalidad de invasion por
hongos a los pelos, en la que el parasito
forma una capa de artrosporas en
mosaico por fuera del eje de los pelos.

Endémico: Limitado o nativo en una
cierta area o region.

Endoconidios: Conidio producido en el
interior de una célula conididgena.

Endégeno: Cualquier estructura
producida o desarrollada en el interior
de otra estructura.

Endétrix: Modalidad de invasion de los
hongos al pelo en la que el parasito
forma cadenas paralelas de artrosporas
dentro de los ejes de los pelos.

Equinulade: tipo de pelo marginal
pequeiio y débil, que se encuentra en
algunos hongos.

Esclerotio: Masa compacta de micelio,
estadio de reposo de ciertos hongos.

Escitula: Lesion como una costra que
se ve en el favo.

Esférula: Estructura hifal cerrada, de
pared gruesa y esférica que encierra
endosporos asexuados.

Especie:  Categoria de clasificacion
menor que un género o subgénero y por
encima de subespecies o variedad, sus
miembros poscen ciertas caracteristicas
en comun.

Esporo (a): Pequeiia unidad de
propagacion, unicelular o pluricelular,
sexual, o asexual (conidias) movil o
inmovil. La morfologia y desarrollo de
éstas  proporcionan los criterios
taxondmicos basicos.

Esporangio: Estructura de diversas
formas, segun la especie, que produce
esporas dc origen asexual (conidios) y
endogeno.

Esporagiéforo: hifa especializada que
sostiene uno o varios esporangios.

Esporangiospora. Espora producido
dentro de un esporangio.

Esporodoquio: agregado en forma de
almohadilla de conidioforos.

Estadio perfecto: Estadio sexual,
estadio del ciclo de vida en la cual se
forman las esporas después de una
fusion nuclear.

Estado imperfecto: Estadio asexual,
fase del ciclo de vida en el cual no hay
reproduccion sexual

Esterigmas: proyecciones
especializadas, cortas o elongadas, a
partir de esporéforos en las cuales se
desarrollan esporas.

Estolén: Hifa vegetativa aérea, no
ramificada, que conecta dos grupos o
fasciculos de rizoides.

Estriado: Se aplica a las superficies que
presentan surcos o hendiduras.
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Estroma: Madeja como - una
almohadilla de células micoticas.

Eumicota: Division de los hongos
verdaderos. : 2
Exégeno: Cualquier - estructura

producida o desarrollada en el exterior
de otra estructura.

F

Facultativo: Se aplica a los parasitos
que pueden actuar como tales o vivir
saprobioicamente.

Faeohifomicosis: Un  absceso
subcutaneo causado por uno de los
hongos filamentosos obscuros.

Falciforme: En forma mas o menos
aplanada y curva como una hoz.

Fasciculado: Que se encuentran en
forma de haces o manojos.

Faviforme: Aspecto cerebriforme o
como en panal de abeja.

Favo: Tifa de la cabeza contagiosa
causada por ciertos dermatofitos
(Trichophyton schoenleinii y
T.violaceum).

Fiilide: Tipo de célula conidiégena en
forma de botella que produce conidios
blasticos.

Fialospora: Espora de reproduccion
asexual, formada por abstriccion en el
apice de una fialide.

Filamento: Célula larga, cilindrica y
como una cinta

Fisién: Division de una célula en dos
células por division.

Fistula: Ulcera profunda que forma un
seno, que comunmente comunica una
viscera hueca con la piel o mucosa

Flocoso: Flojamente algodonoso o
lanoso, o mas densamente aglomerado
en copos como la franela.

Fluorescente: Que presenta
fluorescencia, es decir que tiene
propiedad de emitir luz en presencia de
ciertas radiaciones..

Fragmentacion: Se dice a la
segmentacion de un talo en fragmentos,
cada uno tiene capacidad de crecer y
formar un nuevo individuo.

Fructificaciéon: accion y cfecto de
formar frutos, en sentido metaforico es
la formacion de aparatos esporiferos o
cuerpos fructiferos del hongo. La
fructificacion es cualquier estructura
fingica que produzca o lleve esporas,
ya sean asexuales o sexuales.

Fumagoide: En micologia tipo de
célula redondeada, puede estar aislada o
en grupos con pared gruesa
pigmentadas de color gris o moreno
obscuro.

Fungicida: Cualquier sustancia capaz
de destruir hongos.

Fiangico: propio de los hongos o
relativo a cllos.

Fungistitico: Sustancia que detiene el
crecimicnto de los hongos.

Fungoide: Que parece un hongo por su
textura y morfologia.
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Fusiforme: Como un huso, agusado en
los extremos.

G

Gameta: Célula sexual o nicleo sexual,
que se fusiona con otra complementaria.

Gametangio: Organo  sexual que
contiene gametas ya sean células o
nigcleos.

Gelatinoso: De consistencia blanda y
putrescible , glutinosa.

Gema o yema: Brote que se produce
por gemacion como en las levaduras. Se
forman como las clamidoconidias en
otros hongos.

Gemacion: Tipo de multiplicacion
celular asexual, caracterizado por la
formacion de pequeiias protuberancias
superficiales o evaginaciones en las
células genitivas.

Género: Division de una familia que
contiene especies relacionadas.

Geniculado: Se aplica metaforicamente
a la parte de una hifa o de un
conidioforo que forma codos debido a
los cambios de direccion por el
crecimiento simpodial del mismo.

Geofilico: En micologia médica se
refierc a un hongo que naturalmente
habita en el suelo.

Glabra: Desprovisto de pelo o vello.
Gloméruto: Masa densa formada por

un conjunto de células o esporas
aglomeradas.

Gomatoso: De la naturaleza de un
tumor gomoso blando

Granuloma: Nodulo redondeado que se
forma en el espesor de los tejidos
durante el curso de algunos procesos
inflamatorios subagudos o cronicos.
Histiologicamente esta formado por la
proliferacion del tejido conjuntivo, en el
cual esta contenido y por el que se
distribuye una rica red vascular y estan
presentes numerosos elementos
celulares, generalmente pertenecientes
al sistema reticuloendotelial.

H

Habitat: E!l lugar natural donde crece
un organismo.

Hialino: Incoloro, transparente.

Hifa: Filamento tubular que representa
la unidad estructural que representa la
unidad estructural de la mayoria de los
hongos.

Hifomicetes: Clase de  hongos
imperfectos que no presentan ningun
tipo de espora de origen sexual
Producen sus ecsporas asexuales o
conidios en conidiéforos que no estan
contenidos en un cuerpo fructifero.

Higroscépico: Que absorbe agua
facilmente del medio ambiente por lo
que se vuelve suave y expandible.

Himenio: Capa o estrato de
conformacion sumamente diversa , pero
siempre constituida por hifas
especializadas para la produccion de
esporas

Hiperplasia:  Incremento de |la
multiplicacion celular.
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Hipertrofia: Crecimiento del tamaio
de las células mas de lo normal.

Heterotréfico: Que usa compuestos
organicos como fuentes de energia.

Hospedero: Cualquier planta o animal
donde vive un parasito.

Imbricade: Sobrepuesto, como las
escamas de los peces que se imbrican
una tras otra.

Incrustado: Endurecido por
interposicion de materias minerales
entre las particulas orgéanicas.

Infiltrado: Invasion de liquidos, polvo
o sustancias extraiias en general y a
veces también de elementos de la
sangre, en el interior de tejido, a nivel
de los espacios intercelulares o en el
interior de la misma célula.

Intercalar: Que esta interpuesto entre
el apice y la base. Se refiere a
estructuras resistentes o reproductoras,
como clamidoconidias , esporangios,
etc., cuando confinan por ambos
extremos con células vegetativas.

Internddulos: Aquellas areas en el
estolon entre los puntos donde hay
rizoides subtendidos.

Intertriginoso: Afectado con o d la
naturaleza de intertrigo, dermatitis que
ocurre entre dos pliegues de la piel.

L

Lampara de Wood: Aparato que
produce rayos ultravioletas filtrados.

Lanoso: Sc reficre a la colonia que son
semejantes a las hebras de lana.

Levadura: Fermento, organismo capaz
de realizar la fermentacion.

Levaduriforme: Se dice del hongo
filamentoso que tiene la apariencia de
levadura, tanto en los caracteres
macroscopicos como crecimiento
colonial como en los microscopicos
referentes a la multiplicacion por
gemacién de sus células somaticas.

Lobado: Dividido en gajos o en lobos,
es decir, en porciones no muy profundas
o mas o menos redondeadas tanto si se
trata de organos laminares como de mas
voluminosos. Cuando los lobos son mas
pequeifios se dice lobulado.

Lobuladoe: Ver lobado.

Lumen: Espacio libre comprendido
entre las membranas y paredes celulares
de una célula o una hifa.

Lunular: En forma de media luna o de
creciente lunar, como algunos
macroconidios.

M

Macroconidio: Conidio o espora de
reproduccion asexual que se distingue
por su gran tamafio y su
pluricelularidad.

Madre: En micologia y en general en
botanica se emplea a menudo con el



significado de causa, raiz u origen de
donde proviene una cosa.

Meiosis: Serie de dos divisiones
nucleares que pueden ser consecutivas o
no, pero siempre sucesivas, en la que el
nimero de cromosomas se divide a la
mitad, corresponde a la altima fase de la
reproduccion sexual, despues de la
plasmogamia y de la cariogamia.

Métulas: Ramas secundarias de
conidi6foros de  Pewnicillium  que
sostienen a las fidlides.

Micelio: Madejas de hifas entrelazadas
y ramificadas.

Micetismo: Intoxicacion provocada por
la ingestion de ciertos hongos.

Micetoma: Literalmente  significa
tumor fiingico o tumor de hongos y
corresponde a un tipo de lesiones
ocasionadas por Actinomicetes o por
mohos en los tejidos subcutancos del
hombre y los animales superiores.

Micobacteriosis: Infeccion causada por

microorganismos del género
Micobacterium o por el parasitismo
concomitante, aunque no

necesariamente simbidtico, de bacterias
y hongos.

Micobiota: Vida fungica, conjunto de
hongos indigenas de un lugar o habitat.

Micologia: Ciencia que trata del estudio
de los hongos.

Micorriza: Organo compuesto por la
asociacion simbidtica de las hifas de
algunos hongos y las raices de plantas
vasculares.
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Micosis: Amplia gama de infecciones,
del hombre y de los animales
superiores, ocasionadas por diversas
especics de hongos, basandose cn el
grado de profundidad anatomica de las
micosis, ¢éstas se clasifican en:
superficiales, cutdnecas, subcutdneas y
sistémicas.

Micostatico: Compuesto que detiene o
inhibe ¢l crecimiento de los hongos.

Micético: Perteneciente o relativo a la
micosis; causado por hongos.

Micotoxicosis: Intoxicacion provocada
por la ingestion de alimentos
contaminados  por las toxinas
producidas por diversas especies de
mohos.

Microconidio: Se refiere a un conidio
pequeiio, generalmente unicelular.

Moho: Se dice de cualquier
micromicete principalmente de los
mucoraceos y de los moniliaceos.

Mucilaginoso: Pegagoso, viscoso o
mucoso cuando esta humedo, debido a
su composicion quimica (acido musico,
pentosas y hexosas).

Muriforme: término aplicado a
conidias multicelulares divididas por
tabiques verticales y horizontales.

N

Necrosis: Detencion de los procesos
vitales en un tejido organico o en una
parte entera del organismo.

Nigricante: Que sc pone o se vuelve
negro como  algunos  esporangios
maduros.
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Nitido: = Liso, claro u obscuro pero
brillante o satinado.

Nodal: término comiinmente usado para
indicar la derivacién de esporangioforos
adyacentes a los rizoides en especies de
Rhizopus.

o

Oblongo: Literalmente muy largo, mas
largo que ancho, alargado, con los lados
casi paralelos y los extremos mas o
menos aplanados.

Onicomicosis: Infeccion micotica de
las ufias producida por uno o varios
tipos de hongos.

Oniquia: Ulceracion de la matriz de
una uiia.

Qospora: Espora sexual producida por
fusion de dos gametangios diferentes.

Otomicosis: Enfermedad del oido
externo causada por diversos hongos.

Osmofitico: Se aplica a los hongos que
pueden vivir en sustratos con elevada
presion osmotica.

Osmosis: Fenomeno concerniente a la
difusion que ocurre a través de una
membrana semipermeable que separa
dos soluciones con diferente
concentracion de soluto, la Osmosis
tiende a igualar las concentraciones de
ambos lados de la membrana.

Ovado: Sc dicc de los organos u
estructuras laminares de figura de
huevo, colocado de tal manera que su
partc mas ancha corresponde a la

inferior de la estructura de que se trata.
Si en lugar de laminar es un cuerpo
macizo, es mejor emplear ovoide.

Ovoide: Ver ovado.

l)

Paranoquia: Inflamacion o ulceracion
del tejido alrededor de la uiia.

Parasitismo: Relacion biologica entre
dos poblaciones u organismos en la cual
uno de ellos resulta perjudicado por la
accion de otro.

Parisito:  Organismo  generalmente
heterotrofo que se nutre a expensas de
organismos vivos, tanto como plantas
como animales, a los que
frecuentemente invade y ocasiona
alguna enfermedad, en éste Gltimo caso
se le denomina parasito patoégeno.

Patégeno: Organismo capaz de causar
enfermedad, no necesariamente como
parasito.

Pedicelo: Pequefio tallo o sustentaculo
de esporas, esporangios, cistitis, ascas,
etc.

Peliculado: En forma de pelicula o
costra, como la capa himenal de algunos
basidiomicetes.

Penicilado: De forma de pincel.

Penicilio: Esporoforo asexual en forma
de pincel caracteristico del género
Penicillium y de otros géneros de
Moniliales relacionados; constituido de
un conidiéforo o pedicelo que soporta
un racimo de células conidiogenas
(fialides).
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Peritecio: Cuerpo fructifero
(ascocarpo) que puede confundirse con
un cleistotecio pero a diferencia de éste
es mas alargado, (en forma de botella) y
las ascas constituyen un himenio.

Picnidio: Cuerpo fructifero asexual, de
forma esférica o de botella, hueco,
forrado internamente con conidioforos.

Piloso: Cubierto de filamentos largos y
suaves, semejantes a pelos.

Piriforme: De forma parecida a la de
una pera.

Plasmogamia: Primera fase de la
reproduccion sexual en la que se
fusionan dos protoplastos y se
yuxtaponen los niicleos formando un
dicarion, esta fase antecede al
cariogamia y a la meiosis.

Pleomorfismo: Cambio degenerativo
en un hongo que convierte a la colonia
en una totalmente estéril. Las esporas
caracteristicas y diagnosticas se pierden
y no pueden recuperarse, habitualmente
el pleomorfismo es irreversible.

Pleurdgeno: Que nace en los lados de
un conidioforo o hifa.

Poro: Pequeiia abertura en la pared
celular de una espora por donde
germina ésta.

. Proliferacion: Accton LY ef‘ecto de
prollt‘erar desarrollo sucesnvo de partes

: Pulvonado*Se_refcre a una colonia
ev:dentemenle convexa

Q

Queratolitico: En micologia se refiere
a un hongo que tiene la capacidad de
descomponer  la qucrauna 'y de .
asimilarla para crecer. ST

Querion: Enfermedad pustuﬁir del
cuero cabelludo. :

R

Radiado,da: Que se expande 0 que se
dispone en derredor de un centro

comtin,

Raqueteado: Con apariencia de raqueta
o con segmentos de tal forma.

Recepticulo: Estructura que porta uno
o mas drganos reproductores.

Reticulado: En forma de reticulo; con
venas , lineas o bordes que se
entrecruzan formando una red.

Rizoide: Fasciculo de hifas ramificadas,
superficialmente parecidas a las raices
de las plantas.

Rugoso: Arrugado o plegado.

S

Sacaromicetes: Nombre designado a
las levaduras que son capaces de
fermentar azucares.

Sarciniforme: En forma de racimo.

Septado: Con septos o particiones.

Septo: Pared transversal en una célula o
en una hifa. Se forman por el
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crecimiento  centripeto  de. la - pared
celular.

Sésil: - Adherido . dircctamente por la’

base, sin un pediculo.

Seudohifa:  Hifa no  verdadera,
habitualmente se refiere a
blastoconidias elongadas formadas por
levaduras con brotes.

Seudomicelio:  Grupos catenulados
laxamente unidos de células formadas
por gemacion apical que, cuando son
elongadas, parecen hifas miceliales.

Sexual: Tipo de reproduccion que

involucra la plasmogamia, cariogamia y.

la meiosis.

Simbioesis: Organismos diferentes que
viven juntos con beneficio mutuo.

Simple: No ramificado.

Simpodial: Tipo de ramificacion en el
que un eje semeja un tallo simple, pero
esta formado de las bases de varios ejes
originados sucesivamente como ramas
una de la otra, tomando una forma de
zig-zag.

Sinemata: Racimo bien cementado de
conidioforos elongados.

Soma: Cuerpo de un organismo, que se
distingue de sus organos reproductivos,
ademas de su morfologia, por su
fisiologia pues lleva acabo funciones de
asimilacion y crecimiento.

Subcutineo: Situado o que ocurre por
debajo de la piel

Suspensor: Rama hifal especial en la
que se sosticne el cigosporangio en los
Zygomycetes.

T

Tabicado:  dividido por paredes

transversales.

Tilico: Se refierc a uno de los dos
modos principales de desarrollo’ comdlal
en los hongos imperfectos.

Talo: Cuerpo vegetativo o soma de un
hongo.

producida

Talospora: Espora
directamente por el talo o micelio, ya
sca de  manera intercalar o

terminaimente, a partir de una célula
preexistente, como las- artrosporas 'y
clamidosporas. ;

Teleomorfo: Estado sexual o perfecto
de un hongo.

Terminal: Ubicacion de un esporo en la
punta de un segmento hifal.

Textura: Se dice del tipo de tejido de
hifas. Sirve como bases taxonomicas.

Tiia: Término usado para designar
diversos tipos de infecciones micoticas
superficiales.

Trombosis: Coagulacion intravascular
de la sangre por la formacion de un
trombo (formacion sélida derivada de la

sangre).

Truncado: Se aplica a las estructuras
que rematan en un borde o plano
transverso como si se hubieran cortado.

Tuberculado: Cubierto con
excrecencias como protuberancias.

Tubo germinal: Hifa corta que surge
del poro o hendidura de una espora
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durante la  germinacion y que - al
continuar su desarrollo en condiciones
optimas forma una hifa de mayor
tamaifio, incluso un micelio.

‘Tabule: Se dice del cuello o rostro de
muchos peritecios, - asi como  .de
cualquier estructura cilindrica, hueca y
pequeia.

u

Umbilicado:Que tiene -un centro
deprimido.

Unicelular: De una sola célula.

Uniseriada: Dispuesto en una serie,
como la cabeza conidial de algunas
especies de Aspergillus.

\%

Vegetativo: Que vegeta o .es capaz de
vegetar, es decir, que realiza varias
funciones - vitales,. pero “no las
reproductivas sexuales.

Velloso: Se dice de las estructuras que
tienen vello o pelo, no siendo éste
demasiado fino, ni muy corto y tupido o
asperos y rigidos.

Vesicula: Recipiente o bolsa en forma
de vejiga o ampolla.

Verrugoso: Cubierto con proyecciones
como verrugas

Versicolor: Que tiene varios colores.

Vesicula:. Ampolla. o estruclura como
una vejiga. S

Virulencia: Grado de patogehicidéd.
z

Zimograma: Literalmente significa
diagrama de enzimas y su actividad. Es
un método de laboratorio para
diferenciar a las diferentes especies de
un género en base a la fermentacion de
algunos sustratos, si el zimograma es
positivo  existe  fermentacion (el
organismo contiene la enzima) si es
negativo no hay fermentacion.

Zimologia: Ciencia que trata del
estudio de las levaduras.

Zimosis: Fermentacion.

Zoofilico: Término aplicado a hongos
que infectan a animales.

Zygospora (cigospora): Espora sexual
de pared gruesa producida por fusion de
dos gametangios similares, hallado en
los Zygomicetes.aiy
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