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SUMARIO

La publicacién periédica Serie Didactica ha sido creada en el ambito de la Facultad de
Quimica, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis (Ordenanza N° 008/07-
CD) con el fin de proporcionar material de estudio a los estudiantes de las Carreras de grado
impartidas en la Facultad.

Actualmente, la SERIE DIDACTICA: MATERIAL DIDACTICO PARA ESTUDIANTES
(Resolucién N° 269/16) ofrece guias de Trabajos Practicos de Laboratorio y de campo, guias de
resolucién de problemas, material tedrico, propuestas de estudios dirigidos y comprension de
textos, entre otros materiales, elaborados por el cuerpo docente de las diferentes Areas de
Integracién Curricular de la Facultad. Estas producciones didacticas significan un aporte para cubrir
necesidades académicas acorde al enfoque de cada asignatura o que no se encuentran
habitualmente en bibliografia especifica. Las mismas estan disponibles en la pagina de la UNSL
(http://www.fgbf.unsl.edu.ar/mda.html) lo que facilita la accesibilidad por parte de los estudiantes,
docentes y comunidad educativa en general, garantizando la calidad de la visualizacion y la amplia
difusion del material publicado en este sitio. De igual modo, la Serie Didactica realiza una extension
invitando a docentes y alumnos de diferentes niveles educativos a participar, crear, producir y
utilizar este espacio fomentando asi el vinculo entre esta Institucion y la comunidad.

En nuestra opinién, es de vital importancia producir y compartir el conocimiento con los
estudiantes y la sociedad. De este modo, se tiende a facilitar los procesos de ensefianza y de
aprendizaje y la transmision de una idea directriz de conducta humana y cientifica, fortaleciendo los
vinculos entre docentes-alumnos-conocimientos y sociedad.

Dado que la presente SERIE DIDACTICA resulta de la participacién de numerosos actores,
ante los posibles errores humanos y cambios en la ciencia, ni los editores ni cualquier otra persona
que haya participado en la preparacion del material didactico garantizan integramente que la
informacién sea precisa o completa.



GUIA DE ESTUDIO PARA TRABAJOS PRACTICOS
DE MICOLOGIA

PRESENTACION DEL CURSO DE MICOLOGIA

El presente material esta dirigido a los alumnos del Curso Micologia de la
carrera Licenciatura en Bioquimica de la Universidad Nacional de San Luis, asignatura
obligatoria incluida en el ciclo de formacion profesional seguin el Plan de estudios
11/10-CD.

Durante el curso los alumnos concurren a una clase teodrica de 2 hs. y un
trabajo practico de laboratorio y/o aula de 2 horas por semana, el crédito horario total
es de 60 horas cuatrimestrales durante las 15 semanas que dura dicho periodo.

El propésito fundamental de esta guia es colaborar al entendimiento del
comportamiento de los hongos en su relacién con el ser humano. Para lograr este
objetivo, se abordardn temas de Micologia basica que incluyen: caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas de los hongos y su clasificacién taxonémica, asi como el
conocimiento de las bases biolégicas de la interaccibn hospedero—parasito,
constituyendo la base para entender las diferentes dolencias causadas por estos
agentes, su diagnadstico etioldgico, las medidas preventivas y su tratamiento.

Las enfermedades producidas por hongos son un problema de todas las
sociedades y ocupan un lugar preponderante en la atencion de la salud. Son causas
de procesos debilitantes, agudos, crénicos y en ocasiones mortales. Tienen no solo
importancia médica sino también social y econémica.

Los alumnos adquiriran conocimientos sobre las micosis mas comunes
producidas en el hombre, y fundamentalmente podran ser capaces de seguir un
protocolo de diagnéstico diferencial de las micosis tratadas en el curso.

Se incluyen contenidos tedricos minimos necesarios para poder realizar los
trabajos practicos y no pretende reemplazar la bibliografia enunciada en el programa
de la asignatura, aconsejando a los estudiantes la concurrencia a clases de consulta
que los docentes ponen a su disposicion y que daran una mejor perspectiva a los
temas.

En la asignatura se trata de enriquecer la formacién del futuro Licenciado en
Bioquimica, haciéndolo no solo un efector de técnicas, sino un profesional formado y
preparado para formar parte del equipo de salud, dandole las herramientas que lo

distingan como un posible referente. Asimismo debe considerarse que el estudiante



debe mantenerse actualizado, debido a los constantes cambios que se dan en este
campo del conocimiento.

La actual edicion de esta guia presenta una organizacion tematica, en la que se
incluyen los trabajos practicos para que el estudiante se familiarice con las técnicas
mas utilizadas por el laboratorio en el diagnéstico de estas patologias, completado con
un trabajo practico de aula referido a la resolucion de casos clinicos. Se incluyen
referencias bibliograficas de libros, revistas e Internet que contienen informacion de
Micologia Médica, con el fin de orientarlo.

El equipo docente de la asignatura, estd constituido por los siguientes
docentes:

e Profesor Responsable: Esp. LUIS ERNESTO GONZALEZ CRISTOFANO
e Profesora Co-Responsable: Dra. ALICIA VIVIANA LAPIERRE

e Jefa de Trabajos Practicos: Esp. GRACIELA BEATRIZ RODRIGUEZ

e Jefa de Trabajos Practicos: Esp. VERONICA ESTER AMPUERO

e Jefe de Trabajos Practicos: Esp. GERMAN DARIO RONCHI

e Jefe de Trabajos Practicos: Mg. RICARDO ARIEL FLORIDIA



PLAN DE TRABAJOS PRACTICOS

-Trabajo Practico N° 1

Toma de muestras y procesamiento de las mismas

- Dindmica del trabajo de laboratorio. Preparacién del paciente. Anamnesis. Toma de
muestras. Procesamiento de los materiales clinicos. Pasos del analisis micologico.

Normas de bioseguridad.

-Trabajo Practico N° 2
Técnicas de siembray aislamiento
-Técnicas de siembra y aislamiento. Medios de cultivo. Procesamiento de muestras

clinicas. Micro cultivos.

-Trabajo Practico N° 3

Técnicas de observacion

-Técnicas de Observacion. Montaje con KOH y otros aclarantes. Preparados con tinta
china. Identificacion preliminar de hongos. Descripcion de formas estructurales. Hifas

vegetativas. Formas de esporulacion.

-Trabajo Préactico N° 4
Identificacion de levaduras de interés médico
-ldentificacibn de Levaduras de interés médico. Marcha para la ldentificacion de

levaduras.

-Trabajo Practico N° 5
Micosis superficiales
-ldentificacién macro y microscoépica de las principales especies causantes de estas

patologias.

-Trabajo Practico N° 6
Aspergilosis

-Diferenciacion de las principales especies causantes de esta micosis.

- Trabajo Practico N° 7
Casos clinicos de micosis

-Resolucion de problemas clinicos reales y adaptados.

-Trabajo Préctico N° 8



Consulta obligatoria previa al trabajo practico integral
-Revision de lo observado en los trabajos practicos precedentes.

-Trabajo Practico N° 9
Trabajo préactico integral.
-ldentificacibn microscépica y macroscopica de hongos estudiados en muestras

clinicas y cultivos.
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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
INSTRUCTIVO PARA ALUMNOS. HABITOS PERSONALES Y PRACTICAS
OPERATIVAS SEGURAS EN LABORATORIO

Los laboratorios son &mbitos de trabajo con riesgo potencial para las personas, por
ello se requiere especialmente una actitud seria y responsable y una adecuada preparacion
previa al momento de ingreso.

Con el objetivo de cuidar la seguridad personal, las instalaciones, equipos y permitir
el mayor aprovechamiento de las practicas de laboratorio, se indican a continuacion una

serie de acciones.
A.-NORMAS DE CONDUCTA DEL ALUMNO EN EL LABORATORIO

1.- En todos los casos los alumnos deben demostrar sus conocimientos de las actividades a
realizar, de la teoria que las sustenta y de los riesgos y medidas de seguridad, tanto previo a
la practica de laboratorio como durante el transcurso de toda la realizacion de la practica
experimental.

2.- No esta permitido a los alumnos trabajar solos fuera de las horas normales previstas.

3.- Se recomienda trabajar con orden y método, manteniendo las mesadas libres de
elementos innecesarios. Los articulos personales: mochilas, camperas, paraguas, etc.
deben dejarse en otro lugar habilitado a tal fin.

4.- No esta permitido ingresar ni consumir alimentos ni bebidas en el laboratorio.

5.- No esta permitido fumar en todo el ambito de la catedra.

6.- Las alumnas/os que posean cabellos largos deben usarlo recogido durante las
actividades practicas.

7.- No se debe pipetear ni probar sustancias con la boca, para tal fin se debe usar pro
pipetas.

8.- No se deben oler las placas con cultivos.

9.- Es obligatorio el uso del guardapolvo en el laboratorio y guantes de latex.

10.- No esta permitido descartar ningun tipo de sustancia liquida o solida sin consultar
previamente al encargado del trabajo practico a cargo.

11.- Ante un accidente, lastimadura, quemadura, rotura de material, etc. avisar
inmediatamente al docente a cargo (no ocultar) y no tomar ninguna accion sin consultar. Se
sancionara el ocultamiento del hecho.

12.-En caso de emergencia en primer lugar guardar la calma y luego atender en todo
momento las instrucciones del jefe de Trabajos Practicos quien indicara como proceder.

13.- Lavarse las manos después de finalizar el Trabajo Préctico y luego de toda operacién

que haya comportado posible contacto con material irritante, caustico, téxico o patégeno.
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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS M/CO%OG/'A
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

14.-Conectar equipos a la red eléctrica previo autorizacion.
15.- Al finalizar el trabajo practico dejar todo el material ordenado, mesadas limpias,
mecheros cerrados, microscopios apagados, limpios y cubiertos.
16.-Esperar el consentimiento del encargado del Trabajo Préactico para retirarse del
laboratorio.
17.-Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas a fin de evitar corrientes de aire

cuando se realicen cultivos.

B.-NORMAS DE PROCEDIMIENTO GENERALES EN EL LABORATORIO

1.- Al usar material de vidrio comprobar su perfecto estado (no usar material sucio, con
roturas o rajaduras)

2.- Cuando se calienta un material de vidrio (por ej. al preparar medios o esterilizar)
diferenciarlo perfectamente del material frio, dado que presentan ambos el mismo aspecto.
3.-Se deben seguir las normas de calentamiento cuando se utiliza fuego directo de muestras
de tubos de ensayo, vasos etc., para evitar proyecciones sobre uno mismo u otra persona.
Evitando de esta forma posibles accidentes y quemaduras.-

4.-Los productos inflamables (alcohol, éter) no deben estar cerca de fuentes de calor. Si se
necesita calentar recipientes con estos productos se hara a bafio maria.

5.-Si se trabaja con sustancias que emiten vapores toxicos se debe trabajar bajo campana
de extraccién o en su defecto en lugares con buena ventilacion.

6.- Comprobar cuidadosamente los rétulos de los envases antes de utilizarlos, de la misma
manera contribuir al mantenimiento de las etiquetas en buen estado.

7.-No volver al frasco de origen los sobrantes de los reactivos utilizados, a menos que sea
justificado por el responsable del laboratorio.

8.- No dejar envases abiertos.
C.-NORMAS DE DESECHO DE RESIDUOS EN EL LABORATORIO

a.- pueden desecharse por la cafieria: los residuos hidrosolubles, dejando correr el agua en
voliumenes muy superior al desechado. No arrojar productos no biodegradables.
b.- no pueden desecharse por la cafieria mezclas o compuestos insolubles que puedan
producir bloqueo de las cafierias. Sustancias quimicas de alta toxicidad.
c.- los residuos potencialmente patdégenos se deben desechar en bolsas rojas colocadas en
recipientes provistos para tal fin.

La seguridad se aprende, es un tema siempre actual para todas las personas y

especialmente para aquellas que trabajan o se desempefan en un laboratorio. Los
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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
accidentes ocurren mayormente por el mal comportamiento de las personas debido a la falta
de conocimiento y/o a la falta de medidas.
Los principios de BIOSEGURIDAD se pueden resumir en:

A) Universalidad: Todo el personal debe seguir las precauciones estandares rutinariamente
para prevenir la exposicion de la piel y de las membranas mucosas, en todas las situaciones
que puedan dar origen a accidentes, estando o no previsto el contacto con sangre o
cualquier otro fluido corporal. Estas precauciones, deben ser aplicadas para TODAS las

MUESTRAS, independientemente de presentar o no patologias.

B) Uso de barreras: Comprende el concepto de evitar la exposicion directa a sangre y otros
fluidos orgénicos potencialmente contaminantes, mediante la utilizacibn de materiales
adecuados que se interpongan al contacto de los mismos. La utilizaciébn de barreras (e;.
guantes) no evitan los accidentes de exposicion a estos fluidos, pero disminuyen las

consecuencias de dicho accidente.

C) Medios de eliminacion de material contaminado: Comprende el conjunto de
dispositivos y procedimientos adecuados a través de los cuales los materiales utilizados son

depositados y eliminados sin riesgo.
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GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
Trabajo Practico de Laboratorio N° 1
TOMA DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO DE LAS MISMAS

OBJETIVOS:

El presente trabajo practico capacitara al alumno en los siguientes items:

» Tomar muestras clinicas aptas para el estudio micolégico.
» Acondicionar el material necesario para realizar un correcto diagnéstico.

» Conocer las formas correctas de transportar y procesar el material de estudio.

INTRODUCCION TEORICA:

Para un correcto diagnostico micologico se deben recolectar las muestras siguiendo
adecuadas condiciones que aseguren el éxito, en el presente trabajo practico se explican las
formas correctas de realizar una buena toma de muestra.

La veracidad del diagnostico de las micosis depende de la calidad y cantidad del material
recogido del paciente, de las condiciones de envio, conservacion, transporte, procesamiento
y de la pericia del micélogo. Las muestras deben ser representativas, abundantes, libres de
contaminantes, exdgenos o enddgenos, y de sustancias que inhiban o alteren la viabilidad

de los hongos.

Toma de muestra

Para lograr a un buen diagndstico micoldgico, es fundamental realizar una adecuada
toma de muestra a partir de la lesién, manipularla correctamente, para mantener la viabilidad
del agente etiologico y evitar posibles contaminaciones en su transporte y procesamiento.

Posteriormente se debe realizar la siembra de la misma en los medios idoneos e
incubar a la temperatura adecuada.

A la hora de valorar un crecimiento fungico hay que tener siempre presente la
necesidad de diferenciar un “aislamiento significativo” de otros que no lo son, ya que no es

lo mismo identificar una especie fungica que diagnosticar una micosis.

Normas generales a seguir para optimizar latoma de las muestras clinicas.

1. Obtencién de material a partir de una lesion activa, para aumentar la posibilidad de
observar y recuperar al agente causal.

2. Es necesario recoger las muestras asépticamente, utilizando contenedores estériles,
remitirlas al laboratorio antes de 2 horas y sembrarlas lo antes posible, para evitar la pérdida

de viabilidad de los hongos presentes y el desarrollo exagerado de bacterias acompafiantes
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3. La muestra debe recogerse antes de instaurar el tratamiento. Cuando se sospecha una
micosis pulmonar es preferible una muestra respiratoria que un hemocultivo
4. Las muestras de lesiones cerradas y abscesos suelen presentar un gran rendimiento.
Deben aspirarse con jeringa y transferirse a un recipiente estéril con solucion salina.
5. El raspado de lesiones de piel y faneras se realiza con bisturi quirdrgico.
6. En situaciones que requieran un estudio epidemiolégico, debe establecerse la necesidad
de una toma de muestras ambientales, familiares o animales.
7. El recipiente se identificard con los datos del paciente (nombre y localizacién), y debe
protegerse para que no se rompa en su transporte al laboratorio.
8- Las muestras deben ir acompafadas obligatoriamente del pedido médico, en el cual, al
menos, debe hacerse constar la siguiente informacion: datos del paciente (nombre y
apellido, numero de historia clinica, fecha de nacimiento y sexo); datos clinicos (orientacion
diagndstica, tratamiento antimicrobiano, enfermedad de base y antecedentes de interés);
fecha y horario de recoleccion; datos del médico solicitante.
9. Al laboratorio se le debe informar de la probable presencia de hongos peligrosos.
También si se sospecha la presencia de hongos con requerimientos especiales, Malassezia
spp, por ejemplo, asi como de viajes u origen de paciente.
Los envases para la toma de las muestras pueden variar segin el tipo de muestra a
recoger y transportar:
- Tubos estériles con tapén de rosca: LCR y otros liquidos bioldgicos.
- Frascos estériles de boca ancha con tapon de rosca: orinas, esputos, heces, fragmentos
de tejidos, etc.
- Torundas o hisopos de algodon estériles: Se usan para tomar muestras de superficies y
orificios corporales (exudados, secreciones).
- Jeringas estériles: s6lo se admiten cuando su volumen no permita transferir la muestra a
un medio de transporte adecuado.
- Frascos de hemocultivo para liquidos biologicos.

- Placas de Petri estériles.
MICOSIS SUPERFICIALES
Normas generales para la preparacion del paciente previo a la toma de la muestra en

las micosis superficiales

1) Suspender toda medicacién antifiingica local y general, una semana antes como minimo

2) Lesiones libres de talcos, cremas o pomadas
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3) Cepillado de las lesiones con agua y jabon blanco los dos dias previos a la extraccion de
la muestra
4) Bafios con agua y sal y cepillados los tres dias previos en las lesiones de ufias

5) Cuando la lesion se localiza en los pies, concurrir con medias y calzado cerrado

Examen con luz UV previa a latoma de muestra

Antes de realizar la toma de muestras de una micosis superficial es aconsejable examinar
las lesiones de la piel (sospechosas de pitiriasis versicolor o eritrasma) y cuero cabelludo
dermatofitosis) en una habitacion completamente oscura bajo la luz UV.

La piel normal muestra un color azul, mientras que en infecciones bacterianas como el
eritrasma, emite fluorescencia rojo coral.

En micosis como la Pitiriasis versicolor, las areas afectas emiten una fluorescencia brillante

verdosa amarillenta (pudiendo poner de manifiesto lesiones no perceptibles a simple vista).

Toma de muestras en las diferentes micosis superficiales

Localizacién de la | Procedimiento Materiales a emplear
micosis

Porciéon extra folicular de | Depilacion Pinza de depilar

los pelos Corte de pelo Tijera

Capa coOrnea de la piel | Raspado de la periferia de | Bisturi o borde de un

lampifia la lesion portaobjetos
Pegado con cinta adhesiva | Cinta adhesiva
transparente
Cuero cabelludo Depilacion y raspado Pinza de depilar y bisturi
Ufa Onicolisis Raspado del lecho | Lanceta o bisturi
distal subungueal

Leuconiquia | Perforacion de la tabla | Pinza curva odontoldgica

proximal externa

Mucosas o0 cutaneas | Hisopado Hisopo

himedas

MICOSIS SUBCUTANEAS
Para el diagnéstico de estas micosis se emplean de preferencia la escarificacion de las

lesiones cutaneas, biopsia y puncién de quistes o nédulos subcutaneos.
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Escarificacion: Raspado profundo de la lesiéon con bisturi, previa anestesia y antisepsia
local y la remocién mecéanica de la costra si la hubiera. Con el material obtenido se realizan
improntas para microscopia y parte se coloca en solucion fisiologica estéril para cultivo.
Biopsia: Debe ser profunda y de la periferia de la lesion para poder evidenciar invasién de
tejidos sanos, se divide en dos partes una en solucion fisioldgica estéril para microbiologia y
la otra en formol para histopatologia.
Puncién: Se realiza con aguja y jeringa estériles para obtener por aspiracion el material

contenido en las lesiones quisticas o nodulares localizadas en el tejido celular subcutaneo.

MICOSIS SISTEMICAS O BRONCOPULMONARES ENDEMICAS
Debido a la diseminacién hematica son varias las muestras que se pueden utilizar a saber:
Secreciones respiratorias: pueden obtenerse por expectoracion espontanea (Esputo),
expectoracion inducida con solucion fisiolégica (Esputo Inducido), Lavado bronquial o
Lavado broquioalveolar
Hemocultivos: Se toman dos muestras con un intervalo entre 30 min a 1 hora entre ambas.
Tener la precaucion de incubarlas no menos de 28 dias, realizando repiques si se procesan
en forma manual.
Hemocultivo por Lisis centrifugacion: Se agrega 1 ml de solucién de saponina estéril al
5% a 9 ml de sangre obtenida con anticoagulante. Se agita suavemente y se deja actuar
durante no mas de 4 hs.
Luego se centrifuga a 3000 RPM y con el pellet se realizan estudios microscépicos y cultivos
en medios habituales.
TRANSPORTE

Todas las muestras deben enviarse al laboratorio rdpidamente, sin conservantes. Las
muestras en que se sospeche la presencia de dermatofitos u hongos dimoérficos se

conservaran a temperatura ambiente, nunca refrigeradas.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para optimizar tanto la observacidbn microscopica como el cultivo, es necesario
preparar la muestra, aunque algunas se pueden inocular directamente sin que sea necesaria
su manipulacion previa. Todas las muestras deben observarse macroscopicamente y
seleccionar la parte mas representativa. Buscdndose en los tejidos las zonas con pus,
caseificacion o necrosis.
Tejidos. Deben ser inoculados en pequefios trozos en el medio de cultivo con el fin de
facilitar el crecimiento o la penetracién de algunos colorantes como el blanco de calcofltor.

La utilizacion de homogeneizadores no esta aceptada ya que puede destruir a los hongos no

Ao 2020 8



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS M/CO%OG/Z\
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

septados. El trozado puede realizarse con tijeras o bisturi, el proceso puede realizarse en
una placa de Petri afladiendo unas gotas de agua destilada estéril.
Esputo y secreciones respiratorias. El esputo y las secreciones respiratorias claramente
purulentas, heméticas o caseificadas pueden sembrarse directamente en los medios de
cultivo. Las fluidas deben concentrarse por centrifugacion (1500xg durante 10 minutos)
desechando el sobrenadante y sembrando el sedimento resuspendido en solucion salina.
Cuando la muestra sea muy viscosa habra que fluidificarla, sin diluirla excesivamente,
usando un agente mucolitico, como N-acetil cisteina al 0,5% o Ditioeritritol, (mezclada con
igual volumen de la muestra y dejandola actuar a temperatura ambiente hasta que se
consiga la fluidificacién), posteriormente puede concentrarse la muestra por centrifugacion.
Liquidos orgénicos (LCR, PLEURAL, PERITONEAL, ARTICULAR, etc.) Deben
concentrase por centrifugacion (1500-2500xg durante 10 min.) o filtracién (0,2 ym de poro),
siempre que haya suficiente cantidad. Sembrar el sedimento. Estas muestras pueden
requerir un procesamiento especial, 0 sembrarse directamente en el medio de cultivo.
Ufias y lecho ungueal. Se obtienen particulas finas mediante raspado con hojas de bisturi
estériles preferentemente en el limite entre la region sana y la enferma.
Biopsias. Cortar con bisturi en pequefias fracciones de 1 mm, sobre todo si no hay
sospecha de ninglin hongo en concreto o si la sospecha es de un mucoral. En el caso de
sospecha de Histoplasma, hay que macerar y homogeneizar el tejido y hacer improntas para

tinciones.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Observacion microscépica en fresco

Consiste en colocar una gota del material a estudiar entre porta y cubreobjetos y observarlo
al microscopio con objetivos de 10 x y 40 x. Los materiales cérneos (escamas cutaneas,
pelos y ufias) deben ser clarificados previamente con el agregado de una gota de KOH 20%
y calentados suavemente sobre la llama del mechero y en aquellas muestras ricas en
queratina dejar actuar el KOH por 24 hs en cAmara humeda.

El agregado de una gota de tinta china al LCR permite evidenciar la capsula de
Cryptococcus neoformans y la diferenciacion de este hongo con los elementos celulares en
la muestra.

Microscopia previa coloracién

No existen coloraciones especificas para hongos, aunque algunas permiten una mayor

visualizacion de los mismos.
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Las coloraciones de rutina empleadas en el laboratorio de micologia incluyen: Gram,
Kinyoun o Ziehl-Neelsen y Giemsa a las que puede agregarse la coloracion de Gomori-
Groccot y Azul de Toluidina para la visualizacion de Pneumocystis spp.
Cultivos
Luego de la realizacion de los examenes directos se procede a sembrar la muestra en
medios de cultivos para aislamiento primario. Se utilizan medios solidos simples o
enriguecidos segun sea el requerimiento del hongo que se desee recuperar.
Segun la velocidad de crecimiento de los hongos podremos agruparlos en distintos grupos a

saber:

Velocidad de crecimiento de los hongos

Grupo Velocidad de crecimiento | Ejemplos
Crecimiento rapido Menos de 5 dias Oportunistas y Levaduras
Crecimiento moderado Entre 5y 10 dias Dermatofitos y causantes

de micosis subcutaneas

Crecimiento lento Mayor de 11 dias Causantes de Micosis

Sistémicas Endémicas

Luego de que se produce el desarrollo fungico en el medio de cultivos, para la identificacion
del mismo se procede a la observacion de las caracteristicas macro y micromorfolégicas de
las colonias (ver practico técnicas de observacion).

Los medios de cultivo adecuados para evidenciar las caracteristicas macro vy
micromorfoldgicas de los hongos son:

1) Agar Czapek Dox para las especies de Aspergillus y hongos dematiaceos.

2) Agar harina de maiz para las Levaduras.

3) Agar Lactrimel para los dermatofitos.

ACTIVIDADES A DESARROLLAR:
Se observaran videos descriptivos y se simulara la toma de muestras de lesiones en

distintas localizaciones de la piel en hipotéticas lesiones por hongos.
BIBLIOGRAFIA

-R. Arenas Guzman. Micologia Médica llustrada (2014) Quinta Edicion. Mc-Graw Hill
Interamericana Editores, S.A. de C.V., ISBN: 978-607-15-1125-6.
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Trabajo Practico de Laboratorio N° 2
PREPARACION DE MATERIALES, MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y
COLORANTES UTILIZADOS EN MICOLOGIA

OBJETIVOS:
El presente trabajo practico capacitara al alumno en los siguientes items:

» Preparar medios de cultivo, soluciones y colorantes de uso frecuente en la practica
micologica

» Esterilizar el material preparado para su posterior utilizacion

INTRODUCCION TEORICA:

Para un buen estudio micolégico deben tenerse en cuenta todas aquellas
precauciones de las técnicas microbiolégicas, siendo de vital importancia la esterilidad de
los materiales y medios de cultivo a ser utilizados. Hay que tener en cuenta que un buen
resultado depende en gran medida del sitio de la toma de muestra como también de las
condiciones de esterilidad de la misma, para evitar la contaminaciéon con hongos indeseados

gue lleven a diagnosticar erroneamente al paciente.

Materiales utilizados en micologia:

Hisopos: Se utilizan para toma de muestras, los mismos deben estar estériles.
Portaobjetos: Esterilizados, se utilizan para recolectar muestras.

Ansas en aguja y forma de L: Para hongos filamentosos.

Ansas en anillo: Para hongos levaduriformes.

Pinzas y bisturies: Se utilizan para toma de muestras, se esterilizan por accién directa de

la llama del mechero, habiendo sido sumergidos previamente en alcohol.

Jeringas y agujas: Sirven para tomay procesamiento de muestras clinicas,

comercialmente se proveen estériles.

Pipetas: Es conveniente disponer de distintos volimenes de pipetas estériles cuando se

necesita transferir muestras liquidas o medios de cultivo.
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Tubos de ensayo y placas de Petri: Se utilizan para distribucion de los distintos medios de
cultivo. Las placas suelen ser utilizadas ademéas para recoleccion de muestras clinicas

(escamas, uias, pelos).

La ventaja de los tubos es que ocupan poco lugar al incubarlos y el potencial de
contaminacién es menor. En contraste, las placas proporcionan una mayor superficie para

evidenciar cultivos mixtos y poder aislar un hongo en cuestion.
Preparacion de medios de cultivo:

Sabouraud glucosado agar
Medio utilizado para el aislamiento, identificacion y conservaciéon de hongos patdgenos y

saprofitos. También es util para el cultivo de levaduras.

Agua destilada:.......................... 1000 ml
Fundir en mechero y distribuir 5 ml por tubo. Esterilizar 15 min a 121°C. Solidificar en pico

de flauta.

Nota: mantener en lugar fresco pues la exposicion al calor aumenta la hidrélisis de los
componentes. Este medio se puede preparar desde sus componentes siguiendo las

instrucciones del fabricante que se encuentran en el frasco que lo contiene.

Agar lactrimel
Medio utilizado para facilitar la fructificacion de hongos filamentosos. Muy Util para observar

la micro-morfologia de dermatofitos.

Miel de abeja:.........coooviiiiiii 29
Leche descremada:............coooiiiiiiiiiiinnenne. 40 ml
Harina comuUn:.........coooiiiiiii e 49
CO3Ca i 0,59
AT 449
HoO destilada:.........cooviiii e, 200 ml

Mezclar todos los componentes y calentar en mechero hasta una completa
homogeneizacion de todos los componentes. Esterilizar en autoclave 15 min a 121°C.
Agregar mezcla antibiética y fraccionar en tubos estériles. Solidificar en pico de flauta.

Agar papa glucosado

Medio de cultivo adecuado para el aislamiento y recuento de hongos y levaduras en

alimentos, productos farmacéuticos y otros materiales de importancia sanitaria.
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Papa:.. ..o 409
GlUCOSA: ... e 29
AT 49
HoOdestilada:.........coooiii e 200 ml

Pelar y rallar la papa. Disolver la glucosa en el agua y agregar el resto de los componentes.
Hervir 20 minutos vy filtrar con algoddn. Esterilizar 15 minutos a 121°C. Agregar mezcla
antibidtica y fraccionar en tubos estériles. Solidificar en pico de flauta.

Medio comercial: Disolver 7,8 gr. del polvo en 200 ml de agua destilada. Dejar reposar 5
minutos. Calentar hasta ebullicién con agitaciéon continua para disolucion total. Distribuir en
recipientes apropiados. Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C. Si se desea ajustar el
pH a 3,5 agregar aproximadamente 3 ml de una solucion estéril de acido tartarico al 10 %,

cuando el agar se encuentra entre 45-50 °C. Distribuir en placas de Petri estériles.

Agar Czapek - Dox

Medio utilizado para la identificacion de especies de Aspergillus.

Calentar hasta ebullicion con agitacion continua para disolucion total. Distribuir en tubos
apropiados. Autoclavar 15 min a 121°C. Solidificar en pico de flauta.
Este medio se puede preparar desde sus componentes siguiendo las instrucciones del

fabricante que se encuentran en el frasco que lo contiene.

Agar semillas de girasol

Medio selectivo y diferencial para el aislamiento de Cryptococcus neoformans.

Extracto de semillas de girasol:............................ 60 ml
GlUCOSA: ... i 0,2g
o = 449
HoO destilada:.......ccooviieii e, 140 ml

Suspender los componentes en el agua destilada, esterilizar 15 minutos a 121°C agregar
mezcla antibidtica (1 ml de ampicilina + 1 ml de gentamicina). Plaquear o fraccionar en tubos

de ensayo adecuados. Solidificar en pico de flauta.
Extracto de semillas de girasol
Moler 70 gr. de semillas de girasol en molinillo de café, agregar 350 ml de agua destilada.

Hervir y filtrar con gasa. Esterilizar a 121°C 15 minutos. Guardar a 4°C herméticamente.
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Mueller Hinton suplementado con 2% de glucosay 0,5 pg/ml de azul de metileno
-Afiadir 100 ml de una solucién de azul de metileno (5 mg/l) a 100 ml de la solucién madre
de glucosa (0,4 g/l). La solucién resultante tendrd una concentracion de azul de metileno de
5 g/ml, y de glucosa de 0,4 g/ml).
- Esterilizar por filtracion.
- Afadir 1 ml a la superficie de las placas de MHA de 9 cm de diametro. En el caso de
utilizar placas de 15 cm de didmetro se afiadiran 2,9 ml.

- Extender y dejar que se absorba durante toda la noche.

PREPARACION DE SOLUCIONES DE ANTIBIOTICOS PARA USO EN MICOLOGIA

Gentamicina
Llevar los 80 mg contenidos en la ampolla a 4 ml de volumen final con agua destilada.
Fraccionar en tubos de a 1 ml rotulados y conservar en freezer.

Utilizar un tubo por cada 200 ml de medio preparado. (Concentracién final 100 pug/ml)

Ampicilina

Disolver el contenido de un frasco de droga (1000 mg) en 5 ml de agua destilada (200000
pug/ml). Tomar 1 ml de esta solucion y llevar a 10 ml con agua destilada (20000 pg/ml).
Fraccionar en tubos de a 1 ml rotulados en el freezer. Utilizar 1 tubo cada 200 ml de medio

preparado. (Concentracion final 100 pg/ml)

PREPARACION DE SOLUCIONES Y COLORANTES

Hidréxido de potasio 20%

Solucién utilizada para disgregacion de muestras clinicas y posterior observacion
microscopica. El hidroxido de potasio desintegra la queratina y permite visualizar los

elementos fangicos.

Mezclar los componentes y calentar hasta disolucion. Guardar en frasco de plastico.

Lactofenol azul de algodon

Utilizada para la observacién de los componentes fungicos y apreciar facilmente las
estructuras para una adecuada identificacion. El fenol inactiva las enzimas liticas de la célula
e impide que ésta se rompa. El 4cido lactico preserva las estructuras fungicas, al provocar

un cambio de gradiente osmotico con relacion al interior fungico, lo que genera una pelicula
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protectora. El azul de algodén es un colorante acido que tifie el citoplasma y la quitina

presente en las células fungicas, mientras que el glicerol mantiene himeda la preparacion

Azulde algodon:...........cooiiiiiiiii 0,05¢
Glicerina:. . ..o 20 ml
Acido lactiCO:. ... 20 ml
Cristalesdefenol:............cooviiiiiiiiii, 20g
H,O destilada:..........oooovvveieeiiiieieeieeeeeee, 20 ml

Disolver el fenol en agua, agregar el acido y la glicerina. Calentar a 70°C y adicionar el azul
de algoddn. Guardar en frasco de vidrio.

Nota: Los cristales de fenol tienden a oxidarse dando como consecuencia un producto
rosado que es la felona. En tal caso lavar los cristales con Etanol 96°, esto produce la
reduccion del compuesto apareciendo nuevamente los cristales blancos tipicos del fenol.

EFECTOS SOBRE LA SALUD DEL FENOL:

1.- Agudos: Irritacion de la piel, mucosas y garganta. Si el contacto es muy prolongado,
pueden producirse quemaduras. Se han descrito casos de sensibilizacion alérgica por

contacto.

2.- Cronicos: Alteraciones hepéticas, renales y cardiacas. Dermatitis de contacto y

decoloracién de la piel.
PRECUACIONES DURANTE SU MANIPULACION:

Evitar la inhalacion de los vapores. Los lugares en donde se manipulen estos productos
deben estar acondicionados segun lo dispuesto en la IOP SQ 17 (a). Si a pesar de todo
puede persistir su presencia, se debera utilizar proteccién respiratoria provista del adecuado
filtro, de acuerdo con la IOP SQ 18 (a).

Cuando se vayan a manipular estos productos, utilizar siempre la protecciéon ocular

recomendada en la IOP SQ 15 (a), asi como guantes indicados en la IOP SQ 16 (a).

Mantenerlos en envases cerrados, en lugar fresco y bien ventilado, evitando que les dé la

luz directamente.

Azul de metileno 1% en solucién acuosa

Solucién utilizada para la observacion de Malassezia en muestras clinicas.
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR:
Se procederd a la preparacion del material de vidrio para su posterior esterilizacion:

» Placas de Petri

» Pipetas de 1ml, 2ml, 5 ml, y 10 ml

» Tubos tapa rosca de 5 ml
Envolver adecuadamente con papel adecuado y esterilizar en autoclave 15 minutos a
121°C.

Preparar los medios de cultivo descriptos en el apartado introduccién teorica y esterilizar en

autoclave 15 minutos a 121°C.

BIBLIOGRAFIA

-R. Arenas Guzman. Micologia Médica llustrada (2014) Quinta Edicion. Mc-Graw Hill
Interamericana Editores, S.A. de C.V., ISBN: 978-607-15-1125-6.

-M. Cuenca Estrella, |I. Gadea Gironés, E. Mazuelos, J. Peman Garcia, J. Ponton, J.
Rodriguez Tudela. Diagnostico microbiolégico de las micosis y estudios de sensibilidad a los
antifingicos en Procedimiento en Microbiologia Clinica (2006) Emilia Cercenado y Rafael
Canton Editores. Capitulo 21. ISBN- 84-611-3540-7, pp. 21.

-Peman J, Martin Mazuelos E, Rubio MC. (Eds). Guia practica de identificacion y diagnéstico
en Micologia Clinica. 22 edicién (2006) Revista Iberoamericana de Micologia.
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Trabajo Practico de Laboratorio N° 3
TECNICAS DE SIEMBRA Y AISLAMIENTO

OBJETIVOS:
El presente trabajo practico capacitara al alumno en los siguientes items:

» Realizar correctamente la siembra de los microorganismos para lograr un cultivo
microbiano puro.

Conocer las diferentes temperaturas de incubacion.

Conocer distintas técnicas de siembra y su aplicacion.

Conocer y aplicar técnicas de aislamientos de microorganismos.

YV V V V

Adquirir destreza en la generacion de microcultivos y conocer su utilidad.

INTRODUCCION TEORICA:
Siembra

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcién de muestra (inéculo) en
un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano. Luego de sembrado, el medio
de cultivo se incuba a una temperatura adecuada para el crecimiento. Todos los cultivos
para hongos se incuban a temperatura ambiente o preferentemente a 30° C y se mantienen
durante 30 dias antes de descartarlos como negativos. Algunos hongos requieren
incubacién a 35-37° C para mostrar sus formas de levaduras.

La siembra puede realizarse en medio liquido, solido o semisélido, utilizando punta,

ansa, hisopo o pipeta estéril segun la naturaleza de la muestra.-

Siembra en medio liquido

Habitualmente se realiza en tubos o en matraces. El crecimiento se puede manifestar
por enturbiamiento, por formacion de velo o pelicula, o por sedimento.
Siembra en medio solido
Puede ser en tubos o placas:

Tubos con agar inclinado: Para sembrarlos, se mueve el ansa o la punta suavemente
sobre la superficie del agar con un movimiento en zigzag desde el fondo hasta la parte
superior, cuidando de no dafiar el agar, haciendo unos toques en la superficie, 0 solamente
haciendo una estria.

Tubos sin inclinar: Se siembran introduciendo una punta en el centro del agar.
También se llama siembra por picadura.

Siembra en placas: Puede ser en superficie o incorporada.
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En superficie: Se colocan 0,1 ml de la dilucién de la muestra con pipeta estéril en el

centro de la placa, y se distribuye; también se puede sembrar con ansa o con hisopo estéril.
Incorporada: Se coloca 1 ml de la muestra en una placa estéril vacia, en el centro de
la misma. Sobre ella se agregan 20 ml de medio de cultivo sélido fundido y termostatizado a
45 ° C; luego se agita la placa para que la muestra se mezcle con el agar y se deja

solidificar.

En medio sélido cada célula viable dara origen a una colonia y por lo tanto la siembra
en placas se puede utilizar, no solo para cultivar microorganismos, sino ademas para contar

y aislar.

Aislamiento

Aislar es separar un microorganismo desde una poblaciéon que lo contiene y donde
se encuentran de varios tipos. En habitats naturales raramente encontramos a los
microorganismos en cultivo puro (un solo tipo de microorganismo), por lo tanto es necesario
hacer algun procedimiento de aislamiento para separar los distintos tipos de
microorganismos presentes para luego asi poder identificarlos.

El aislamiento se puede lograr directamente a partir de una muestra cuando el o los
microorganismos estan en una proporcion adecuada.

Para aislar se utiliza alguno de los siguientes procedimientos:

Aislamiento por diluciones sucesivas en agar: Se aprovecha la propiedad que tienen
los medios de cultivo con agar (medios sélidos), de permanecer liquidos a temperatura
relativamente baja, lo que permite la incorporacién de la mezcla microbiana. Una serie de 4
a 6 tubos de cultivo, cada uno de los cuales contiene 10 ml de un medio de agar adecuado,
se calienta en bafio de agua para fundir el agar. Enfriar el contenido de los tubos a 45° C; se
afiade al primero de ellos un volumen de 1ml del material que contiene la levadura agitando
cuidadosamente, se lleva 1 ml a un segundo tubo y el resto se vierte asépticamente en una
placa de Petri; se agita el segundo tubo y se separa 1 ml para el tercero, vertiendo el resto
en la placa de Petri. Se continta del mismo modo hasta obtener 4 o 6 diluciones, y como el
cultivo se va diluyendo de una a otra, en alguna de ellas habra ya un cultivo puro con los
microorganismos inmovilizados y separados uno de otro, originando colonias que se pueden
contar para efectuar el recuento. (Fig. 2)

Aislamiento por agotamiento en superficie: Existen distintas técnicas, el objeto es
obtener colonias aisladas. Una de ellas consiste en cargar el ansa con la muestra y hacer
estrias paralelas en la cuarta parte de la superficie de la placa; se quema el ansa, se enfria,
se gira la placa 90° y se vuelve a estriar tocando 3 o0 4 veces el area sembrada inicialmente

y cubriendo otro cuarto de placa. Por ultimo, sin quemar el ansa, se estria el resto de la
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superficie sin sembrar (ver figura 1). La placa también se puede dividir en cuadrantes

sembrado en cada uno de ellos sin volver a cargar el ansa.

Aislamiento por agotamiento (Figura 1)

Aislamiento por siembra espontanea: Permite obtener la flora micolégica del aire de
una localidad o ambiente. Se colocan placas con medio de cultivo Sabouraud-glucosa
abiertas en los lugares apropiados. Al cabo de un intervalo de tiempo variable (5-15-30
minutos), se cierran las cajas y se incuban a 28 ° C durante una semana. Apareceran en la
superficie colonias de hongos que se encontraban en el aire, se pueden realizar repiques de
las colonias que nos interesen para trabajar con un hongo determinado.

Método de las diluciones para el recuento de colonias se trabaja de forma similar al
método de aislamiento por diluciones sucesivas en agar realizando las diluciones en
Solucién Fisiologica estéril y luego vertiendo las diluciones obtenidas en placas de Petri
estériles a las que a continuacién se les agrega el agar fundido y enfriado a 45 — 50 °C, se
homogenizan, se dejan solidificar y se incuban a la temperatura adecuada. Esta técnica se

realizara en el laboratorio.

Métodos especiales de aislamiento

Recurriendo a las propiedades biol6gicas del hongo: Por ejemplo el anzuelo
gueratinico permite el aislamiento de aquellos hongos capaces de desarrollar con queratina
como Unica fuente de nutricién. Se investiga en tierra la existencia de hongos geofilicos,
para ello se coloca una porcion de ésta en una caja de Petri estéril, sobre ella se colocan
pelos (humanos o de caballo) estériles y se humecta. Se incuba a 28 ° C durante 15 a 30
dias, trasladando luego los pelos con los hongos queratinofilicos a un medio de cultivo

adecuado.-
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Microcultivo

Permiten la observacion microscépica del micelio fungico y sus elementos de
reproduccion en forma intacta.-
A-Cultivos de adhesion:
El preparado de microcultivos (también conocido como cultivo en portaobjeto) se realiza de
la siguiente manera. En la superficie de una caja de Petri se coloca un pedazo de papel de
filtro 0 un trozo de algodoén y dos varillas de vidrio, cortadas de un tamafio adecuado. Se
coloca un portaobjeto sobre las varillas y se esteriliza. Se corta un pequefo bloque de agar
Sabouraud o similar previamente vertido en una caja de Petri hasta una profundidad de 4
mm. Esto puede hacerse usando una hoja de bisturi estéril o un tubo de ensayo recto estéril
sin bordes. Con el mismo bisturi estéril se coloca el bloque de agar sobre la superficie del
portaobjeto. Con un ansa aguja estéril se remueven porciones pequefias de colonia de
hongos que se desea estudiar y se inocula en los cuatros cuadrantes del bloque de agar.
Luego de la inoculacion, se coloca un cubreobjeto estéril sobre la superficie del agar. Se
humedece el papel o el trozo de algodén y se incuba. La colonia crecera por debajo de la
superficie del cubreobjeto. Se examina el montaje peribdicamente a simple vista para
determinar si la colonia ha madurado y esta lista para su observacién microscopica. Cuando
es evidente el crecimiento, se retira cuidadosamente el cubreobjeto con pinzas estériles y se
coloca en un portaobjeto que contiene una gota de lactofenol azul de algodén. Si se desea
un montaje permanente, se limpia la superficie del portaobjeto inmediatamente adyacente al
borde del cubreobjeto y se aplica esmalte para ufias color claro. (Fig. 3)
B- Cultivo en lamina gelosada: En una placa de Petri estéril colocar los soportes y un
portaobjeto previamente flameado. Depositar sobre el porta agar Sabouraud-Glucosa
(previamente fundido, enfriado a 50 °C y sembrado con esporas del hongo a estudiar),
obteniendo una lamina de medio bien delgada. Dejar solidificar. Humectar el fondo de la caja
de Petri con agua destilada estéril, incubar a 28 °C. Para su observacion depositar sobre el

desarrollo fungico un cubreobjeto y colocar el porta asi preparado en el microscopio.

inbculo

Microcultivo (Fig. 3)

—

trozo de agar

cubreobjetos

agar
{ %— portaobjetos
\_O [exlly]

-

\ varilla
papel absorbente
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Tubos con SF

' 1ml ' 1 ml ' 1 ml '

9ml 9ml 9 ml
S.F. S.F. S.F.

Inoculo primario

10 ml

Verter en Placas de Petri luego de mezclar

Método de las diluciones

(Fig. 2)

Dilucion 1 Dilucién 2 Dilucién 3

Agregar a cada una de las cajas el agar previamente fundido y enfriado a 45-50 C, dejar

{

solidificar e incubar.

(1)Demasiadas  (2) Namero adecuado (3)Pocas
colonias de colonias colonias

Siembra de colonia gigante:

Sembrar con ansa aguja en el centro de botellas utilizadas en los hemocultivos o
tubos de ensayos con el medio dispuesto en pico de flauta, también se pueden usar cajas
de Petri, que contengan un sustrato de por lo menos 3-4 mm de espesor; en este caso el
hongo desarrollard libremente en todas direcciones. Incubar. Son Utiles para describir las

caracteres macroscoépicos de las colonias (diametro, elevacion, aspecto 6ptico, textura,
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bordes, color, etc.), haciendo las observaciones a los 3 6 4 dias y luego cada semana,

durante un mes.

ACTIVIDADES A DESARROLLAR:

Con las muestras de hongos suministradas, procederan a trabajar de la siguiente
manera:
e Siembra por estrias en caja de Petri y pico de flauta.
¢ Método de diluciones para recuento de colonias (trabajar con hongos levaduriformes).
e Siembra espontdnea en algun ambiente cercano al laboratorio (por €j. bafios, aulas, etc.)
¢ Preparacion y siembra de microcultivos.
e Siembra de colonia gigante (trabajar con hongos filamentosos)

Debemos tener la precaucion de trabajar correctamente con el ansa y con las pipetas
para evitar posibles contaminaciones de los medios de cultivo y de todo el personal
presente.-

BIBLIOGRAFIA

-R. Arenas Guzméan. Micologia Médica llustrada (2014) Quinta Edicion. Mc-Graw Hill
Interamericana Editores, S.A. de C.V., ISBN: 978-607-15-1125-6.

-Peman J, Martin Mazuelos E, Rubio MC. (Eds). Guia practica de identificacién y diagnéstico
en Micologia Clinica. 22 edicién (2006) Revista Iberoamericana de Micologia.

-De Hoog GS, Guarro J. Atlas of clinical fungi. Centralbureau voor Schilmmelcultures/
Universitat Rovira y Virgili. Baarn and Delf, The Netherlands (2000), Universitat Rovira y
Virgili, Reus.
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Trabajo Préctico de Laboratorio N° 4
TECNICAS DE OBSERVACION

OBJETIVOS:

Con el siguiente practico el alumno obtendré la capacidad de:

» Observar la morfologia de colonias.
» Describir las caracteristicas del crecimiento en distintos medios.
» Observar la micromorfologia en preparados en fresco y coloreados.

INTRODUCCION TEORICA:
La micologia es esencialmente descriptiva. El estudio y clasificacion de los hongos
se hace, pues, en base a los caracteres:

Morfolégicos macroscépicos del desarrollo del hongo.

1. Morfol6gicos macroscopicos: Permiten conocer la morfologia del cuerpo del
hongo o el aspecto de la colonia. Para ello, se toman todos los datos de los caracteres que
se observan a simple vista: forma, aspecto, color, consistencia, tamafio, estructura, reverso,

tipo de crecimiento, superficie, zonas de desarrollo, etc.

La macro-morfologia de un mismo organismo puede variar enormemente segun el
medio de cultivo. Por ello, al realizar el estudio macroscopico de una colonia, se debe indicar
en que medios de cultivos se sembrd, pues si se varian las condiciones de los mismos, no
existe constancia en el desarrollo, ain de hongos de la misma especie, por ejemplo Mucor
rouxii desarrollado en iguales condiciones y tiempo (4 dias) en medio Agar glucosado

desarrolla una colonia dos veces mas grande y algodonosa que en Agar Sabouraud miel.

2. Caracteres microscOpicos: Se estudian empleando todas las técnicas de
observacion, desde el uso de la simple lupa hasta el microscopio electronico. Un

microscopio con diferentes aumentos es suficiente para los trabajos de rutina en Micologia.

a. Observaciones con lupa: Permiten la observacion de hongos de grandes
dimensiones, sin necesidad de recurrir a técnicas mas complejas.

b. Observaciones microscopicas directas: se efectan con material entre porta y
cubreobjeto, tomando una pequefia cantidad de material que se deposita sobre el
portaobjeto. Se puede usar una gota de liquido de montar (ver mas adelante), o solucion
fisioldgica, agua destilada, solucion acuosa de glicerina al 30%. También puede usarse una
gota de colorantes vitales (rojo neutro, azul de metileno, etc.) que permiten ver al hongo al

estado vivo.
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Las preparaciones para las observaciones microscopicas directas pueden realizarse
por:

1) Disociacion:

Preparaciones directas por disociacion: Se realizan cuando el hongo es filamentoso.
Se coloca en un portaobjeto una gota de cualquiera de los liquidos arriba mencionados y
con un ansa en gancho se toma una pequefia porcion de desarrollo. Se deposita sobre la
gota y se disgrega cuidadosamente con agujas de diseccion. Una vez que el material esta
mas o menos homogeneizado, se coloca un cubreobjetos y se observa. Se deben usar los
objetivos a seco de menor y mayor aumento.

2) Impresion:

Preparaciones directas por impresién: son especialmente usadas para montar o
disgregar materiales clinicos donde se visualizara al hongo luego de una coloracion.
Consiste en colocar una pequefia cantidad de material a observar, por ejemplo esputo o
trozos de 6rganos, entre dos portaobjetos colocados transversalmente (en cruz) y hacer una
ligera presion de uno sobre el otro hasta disgregar el material. Cuando se utiliza esta técnica
para hacer preparaciones coloreadas de escamas de piel, se debe colocar este material
entre portaobjetos en los que previamente se haya extendido una pelicula de suero que
servira para adherir las escamas a los portas. Se presiona igual que en el caso anterior.

Para efectuar la coloracion, se deja secar previamente a temperatura ambiente y
recién se colorea. A tener en cuenta: Los hongos levaduriformes producen colonias
mantecosas, pastosas con una superficie lisa que simula colonias bacterianas.

Los hongos filamentosos producen colonias vellosas, algodonosas o acordonadas
por el crecimiento de hifas aéreas.

Usos de liquidos de montar.

Se utilizan para observaciones de hongos tomados de medios de cultivo. Los mas

usados son:

-Ligquido de montar de Patterson

» Sol. de acetato de Kal 2%..........ccooeeieiiiiiinnn. 50 ml.

P Glicerina......o.iii 20 ml.
» Alcohol..... ... 30 ml..
P CUSOa. c.s.p

» colorear

Se usa para observaciones en fresco, Gtil para aquellos casos en los que se necesite
aclarar la preparacion sin modificar la morfologia ni el color de los elementos. Evita la

formacion de burbujas.
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-Colorante de Gueguen

> Acido IACHCO. ..., 100 ml.
P oSudan . ... 0,1gr.
» Azulde algodon..........ccooiiiiiiiiiiiiian 0,1gr.
» Solucién yodo alcohdlica............ccceeveiininnnnn. 10 a 30 gotas

Se disuelve el Sudan lll en el &cido lactico por trituracion en un mortero. Luego se
calienta suavemente hasta color rojizo. Enfriar y dejar reposar 24 hs. filtrar y agregar el Azul
de algoddn y la solucion de Yodo.

Algunos elementos del hongo aparecen asi muy bien diferenciados y coloreados. Las
grasas aparecen en color rosa o rojo por el Sudan lll, el glucogeno en caoba y el almidén en
azul por el yodo. El azul de algodén da el fondo y es tomado por el protoplasma joven y por

la pared celular. El acido lactico es aclarante y fijador.

-Azul de lactofenol

» Aguadestilada............cooooiiii 20 ml

> ACIdO IACHCO. ... oo 20 ml

» Cristalesdefenol............ccooiiiiiiiiiiiinnn, 20 g

» Azul de anilina (azul algodén)....................... 0,059
P Glicerol......cooiiiii 40 ml

Disolver el fenol en &cido lactico, glicerol y agua, calentando suavemente. Luego agregar
el azul de anilina.
Se utiliza para preparados humedos cuando se remueve una pequefia cantidad de agar

con el cultivo.

Criterio a usar en muestras clinicas
Es importante que un hongo sea reconocido tempranamente, ya que a menudo el
tratamiento de las micosis es riguroso, puede tener complicaciones y no debe administrarse
tentativamente, hasta haber hecho un diagnéstico definitivo.
Las siguientes son pautas para hacer una evaluacion potencial de una especie de
hongos obtenida de muestras clinicas:
1. Los hongos saprobios habitualmente tienen un crecimiento rapido, producen colonias en
1 a5 dias.
2. Los hongos patdgenos dimorfos crecen lentamente, entre 10 a 45 dias, sin embargo
Coccidioides posadasii e Histoplasma capsulatum pueden producir colonias maduras

antes de los 10 dias.
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3. Los hongos saprobios no pueden convertirse en levaduras o esférulas por incubacion a
37°C, mientras que si pueden hacerlo los dimorficos patdégenos. A su vez, estos tienen
una contraparte saprobia que también desarrolla a 25 -30° C.

4. Debido a que los hongos saprobios son inhibidos en medios de cultivo con cicloheximida
es necesario usar medios de aislamiento con inhibidor y sin inhibidor (Recordar que: la
mayoria de los hongos dimérficos son capaces de crecer en presencia de este agente
antimicatico)

5. El cultivo de los hongos dimérficos presenta colonias de aspecto sedoso brillante, debido
a que sus hifas son mas estrechas que las de los hongos saprofitos y tienden a ubicarse
paralelas dando un aspecto como de cuerda, en cambio los hongos saprofitos sus

colonias tienen un aspecto lanoso, velloso, algodonoso, yesoso.

Morfologia macroscopica
Sobre medios de cultivo generales se debera tener en cuenta:
1. Descripcion del aspecto de las colonias
Las colonias se pueden describir teniendo en cuenta el tamafio, color, superficie, etc.

Tamarfio: Grande, mediana, pequefa

Color:
Ver en superficie, reverso o difusién al medio.
- Los hongos dematiaceos dan color marrén o negro en el anverso y negro en el reverso.

- Los dermatofitos presentan diversa gama de colores en el anverso y reverso de la colonia.

Superficie:

Brillante, lisa, granular, rugosa, aterciopelada, terrosa, algodonosa

Consistencia:
Viscosa, mantecosa, friable (se disgrega al tocarla), dura.
Densidad (con luz a través de la colonia):

Opaca, Transparente, Trasllcida
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Forma:
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Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide Lanceolada

Elevacion:
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Chata Elevada Convexa Cupula Umbonada Umbilicada
Margen:
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Entero Ondulado Lobado Ondeado Filamentoso

Morfologia microscépica

Pueden usarse diversos métodos para el examen microscépico directo de hongos
Método de montaje con KOH.

El hidréxido de potasio se utiliza para aclarar y ablandar muestras como piel, raspado
de ufas y pelos infectados 0 muestras de esputos. Se coloca una gota de K(OH) al 10%
que contiene glicerina en un portaobjeto y se mezcla con una pequefia cantidad de material
a examinar (piel, pelo, escamas, etc.). Se pasa suavemente el portaobjeto a través de la
llama baja de un mechero Bunsen para facilitar el aclaramiento (no hervir). Se coloca un
cubreobjetos sobre la gota y se deja reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se examina en el microscopio buscando las hifas de los hongos.

e Método de montaje himedo

El procedimiento se lleva a cabo con el ansa de gancho o con una aguja montada
sobre un trozo de varilla, se procede tomando una pequefia porcion de la colonia a estudiar
(a veces es necesario ayudarse con otra ansa). La muestra debe tomarse de un sitio
intermedio entre el centro y la periferia de la colonia. Este pequefo fragmento de colonia se
transfiere a una gota de lactofenol azul de algodén en un portaobjeto y se cubre con un
cubreobjetos. Se presiona suavemente directamente sobre el fragmento de la colonia para

deprimir las hifas y otras estructuras y permitir un mejor examen microscopico.
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e Método de montaje con cinta adhesiva
Se aconseja usar cinta adhesiva de alta transparencia. Se hace un doblez de una tira
de 4 cm, con el lado adhesivo hacia afuera, y se sostiene entre los dedos pulgar e indice. El
lado adhesivo se presiona firmemente contra la superficie de la colonia del hongo. El micelio
aéreo se adhiere a la superficie y puede separarse del resto. Las tiras de cinta inoculadas se
colocan en una gotita de lactofenol-azul de algodén en un portaobjeto.
Hifas:
1. Tabicadas
e Hialinas
e Dematiaceas

2. No tabicadas

Micelio vegetativo:
¢ Hifas en raqueta
¢ Hifas en espiral
¢ Hifas en peine

e Candelabros favicos

Esporulacion aérea:

e Esporangios

e Microconidias

e Macroconidias

e Ascosporas dentro de ascas

e Basiodiosporas sobre basides

Esporulacion vegetativa:
e Artrosporas (Ej. Coccidioides. immitis)
¢ Blastosporas (Ej. levaduras)

e Clamidosporas (Ej. Candida. albicans)

Identificacion preliminar de cultivos de hongos

Para la identificacion de un moho se precisa una descripcion completa del
organismo. Para estudiar sus caracteristicas, se prefiere el medio de Czapeck que es un
medio satisfactorio y da muy buenos resultados con fines comparativos para Penicillium y

Aspergillus.
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El examen de los cultivos debe hacerse diariamente, por lo menos durante la primera
y segunda semana de incubacion. Las observaciones macroscopicas deben realizarse con
lupa.

En general es posible determinar, por el examen visual, si una colonia de hongos es
filamentosa o levaduriforme. Las colonias de hongos filamentosos tienen un aspecto velloso
o acordonado, mientras que las levaduras producen colonias mantecosas con superficies
lisas.

Las colonias individuales desarrolladas en el medio Czapeck, se pueden estudiar a
simple vista, con la lupa y al microscopio con poco aumento. Podemos asi deducir lo
siguiente: velocidad y forma de crecimiento, tamafio y color de los cuerpos fructiferos e
hifas; elevacién y densidad de las distintas partes de la colonia, presencia o ausencia de
peritecios (frutos de reproduccion sexual), variaciones en la forma y tamafio de los nicleos
de mohos. Debe observarse la consistencia de la superficie de la colonia, el plegamiento, la
nitidez del borde y la presencia de pigmentos en la superficie o el reverso o su difusién hacia
el medio circundante

Invirtiendo la placa de Petri puede observarse el color del fondo de la colonia, asi
como cualquier coloracion producida en el medio.

Estas observaciones son suficientes para indicar la clase u orden a que pertenece el
hongo, pero para identificar el género y la especie es preciso el estudio al microscopio.

Con las esporas se efectlan las observaciones siguientes: forma, tamafo, color y
caracteristicas. En las hifas fértiles se examinan: ramificaciones, tabiques, anchura, color,
caracteristicas y naturaleza de las paredes (lisas, picadas o rugosas). A partir de las
observaciones asi adquiridas y complementadas con las técnicas de coloraciones
conocidas, puede intentarse la identificacion del moho conociendo la descripcion de los

géneros.
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LEVADURAS
Formadoras de hifas No formadoras de hifas
en Agar Harina de Maiz en Agar Harina de Maiz
Pseudohifas: Cryptococcus neoformans
Céandida sp. Saccharomyces sp.
Artrosporas : Rodotorula sp.
Geotrichum sp. Céandida glabrata
Trichosporon sp.
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Hongos filamentosos 0 mohos

*Rhizopus sp.

*Mucor sp.

*Absidia sp.

Multicelulares
Tabiques
transversales

y longitudinales:

*Alternaria sp.

*Curvularia

Conidias
unicelulares:
*Cladosporium sp.
*Nigrospora sp.
De

lento:

crecimiento

*Phialospora sp.

*Fonsecacea sp.

*Histoplasma
capsulatum
*Coccidiodes

immitis

*Paracoccidiodes

brasiliensis

*Sporotrix schenkii

*Microsporum sp.

*Trichophyton sp.

*Epidermophyton
sp.

Hifas no Hifas tabicadas
tabicadas
Dematiaceos Hialinos
Phycomicetes |Conidias Dimorficos: Dermatofitos: Conidioforos con

vesicula dilatada;

*Aspergillus sp.

Conidiéforos que

se ramifican:
*Penicilium sp.

Coniditforos que

forman racimos:

*Fusarium sp.

e Q? :
?@y s
P 3
e B30
80‘6 % (b

Blastosporas y Clamidosporas de Candida albicans
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Macro y Microconidias Microconidias y Clamidosporas

esporangio

. /esporangiospora

columela

esporangiéforo

Aspergillus sp
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Grupo Ectoendothrix
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M. canis T. mentagrophytes T.verrucosum
(ochraceum)

Grupo Endothrix
Tricofitico Favico

T. tonsurans T. schoenleinii
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR:

» Observacion de materiales clinicos
» Observacion macroscépica de los cultivos
» Observacion microscopica de los desarrollos, realizando distintas técnicas
» Observacion del desarrollo en microcultivo
BIBLIOGRAFIA

-R. Arenas Guzman. Micologia Médica llustrada (2014) Quinta Edicién. Mc-Graw Hill
Interamericana Editores, S.A. de C.V., ISBN: 978-607-15-1125-6.
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Trabajo Préactico de Laboratorio N° 5:
MICOSIS SUPERFICIALES
OBJETIVOS

Con el siguiente practico el alumno debera estar capacitado para:

Reconocer los principales hongos responsables de micosis superficiales.
Obtener buenas practicas para la toma y transporte de muestras micologicas.

Diferenciar los agentes causales a partir de caracteristicas macro y microscopicas.

YV V V V

Conocer las particularidades de la Pitiriasis versicolor, asi como también toma y

transporte de muestras.

INTRODUCCION TEORICA

Dentro de las micosis superficiales podemos encontrar las dermatofitosis; que
causan las llamadas tifias y las dermatomicosis; dentro de la cual la Pitiriasis versicolor es la
infeccion mas relevante.
DERMATOFITOSIS

Las dermatofitosis son producidas por un grupo de hongos queratdfilos llamados
dermatofitos. Dentro de estos microorganismos se incluyen tres géneros de hongos
anamorfos: Microsporum, Epidermophyton y Trichophyton; los cuales se distinguen entre si
por sus conidios, especialmente por las Macroconidias especificas de cada género.

Microsporum y Trichophyton son patégenos humanos y animales, mientras que
Epidermophyton es solo patdégeno humano. La queratinofilia explica la forma de propagacién
de los hongos sobre la piel, los pelos y las ufias.

Segun la fuente de infeccion, las especies se agrupan en:

o Zoofilicos: se encuentran principalmente en animales, pero pueden transmitirse a
humanos. Por ejemplo, M. canis, T. mentagrophytes, etc.

e Antropofilicos: se encuentran principalmente en humanos y, muy rara vez, se
transmiten a animales. Como por ejemplo E. floccosum, T. rubrum, entre otros.

e Geofilicos: se encuentran principalmente en el suelo, donde se asocian con pelo,
plumas y pezufias en descomposicion, asi como otras fuentes de queratina. Infectan
tanto a humanos como a animales. Aqui podemos encontrar a M. gypseum. La
infeccion usualmente comienza en un pelo incipiente o en el estrato cérneo de la piel.
En general, los dermatofitos no invaden el resto del pelo, puesto que los nutrientes

esenciales que necesitan para el crecimiento estan ausentes o son limitados. Las hifas
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se propagan por el pelo y la piel queratinizada para culminar en el desarrollo de
artrosporas infecciosas.
Los dermatofitos generan diversas formas clinicas superficiales, que se enumeran a
continuacion:
e Tifa capitis: cuero cabelludo, cejas, pestafias.
e Tifa corporis: piel lampifia del tronco, cuello, brazos, piernas y dorso de las
manos Yy pies.
e Tifa cruris: ingle, perineo, region perianal.
e Tifla ungium: ufias de pies y manos
e Tifa pedis: planta del pie, dedos y region interdigital.
o Tifa barbae: barba y bigote.
e Tifla manum: region interdigital y palmas de las manos
DERMATOMICOSIS
Una micosis superficial de gran frecuencia es la Pitiriasis versicolor; es una micosis
que cursa con lesiones maculosas hiper o hipo pigmentadas, afectando preferentemente
tronco y raices de las extremidades, provocada por levaduras del género Malassezia. Dentro
del género Malassezia se incluyen hasta siete especies lip6filas, las mas frecuentes son
Malassezia globosa, seguida de la Malassezia sympodialis y Malassezia furfur. Estas
levaduras sélo invaden las zonas mas superficiales de la capa coérnea y el infundibulo
folicular provocando muy poca respuesta inflamatoria. Malaseszia spp. vive normalmente
como saprofito en la piel y la patologia aparece cuando la levadura adquiere su forma
micelial. Las temperaturas elevadas, la humedad, la piel grasa, la inmunodeficiencia, la
sudoracién excesiva, la mala nutricion, el embarazo y la administracién de corticoides son
factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad.
Otras micosis superficiales son las piedras, que afectan el cabello, existiendo dos
variedades. La piedra negra causada por Piedraia hortae y la piedra blanca por especies de

Trichosporon. Estas afecciones son benignas.

Toma de Muestra:

Para optimizar la toma de muestras es necesario

» Disponer de un protocolo de toma de muestra escrito y actualizado periédicamente

» Tomar las muestras asépticamente, utilizando contenedores estériles, remitirlas al
laboratorio antes de las 2 horas y sembrarlas lo antes posible

» La muestra debe recogerse antes de iniciar el tratamiento y siempre de los bordes

externos, activos de la lesion.
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» En el caso de heridas, drenajes o lesiones superficiales, debe limpiarse la zona
previamente para evitar contaminaciones.

» En situaciones que requieran un estudio epidemioldgico, debe establecerse la

necesidad de toma de muestra ambiental, familiar o en animales.

PREPARACION PREVIA DEL PACIENTE:
Es importante una buena explicacion de las condiciones en las cuales debe asistir al
laboratorio el paciente y dependiendo de la localizacion de la lesion seran las indicaciones
gue es preferible brindarselas al paciente por escrito:
1. Muestra de ufia: No se deben cortar las ufias en los dias previos. Cepillarlas y lavarlas
con agua y jabon blanco todos los dias durante los 3 dias anteriores a la cita. Una hora
antes al analisis sumergir las ufias en agua con sal por 10 minutos y concurrir sin esmalte en
las ufias. Si se tratara de ufias de los pies, después del lavado se colocan medias de

algodén y calzado cerrado. Evitar el uso de talco.

2. Muestra de Cuero cabelludo: Suspender los farmacos antifungicos durante 10 dias
antes, lavar la cabeza con shampoo comun o jabén blanco y no colocar ningun tipo de locidon

o crema 2 — 3 dias previos.

3. Muestra de piel: Evitar el uso de lociones, cremas, talcos, cosméticos al menos 3 dias
antes del examen. Suspender 7 dias previos al examen los antifungicos orales que pudieran

estar tomando. En el caso de los pliegues axilares no utilizar desodorante 3 dias antes.

Precedentemente realizar la toma de muestra, la piel, pelos o ufias deben limpiarse

con etanol (70%) para eliminar la flora bacteriana o exudacion.

RECOLECCION DEL MATERIAL:
Escamas

En las lesiones descamativas, deben recogerse las escamas de las zonas
afectadas, raspando su borde activo con una hoja de bisturi estéril, ya que dicho borde es
el que mas probablemente contenga elementos fangicos viables. El material obtenido se

recoge entre dos portaobjetos estériles.
Pelos

Dependiendo del tipo de lesion observada, los pelos deben recogerse mediante

diversas técnicas:
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» En la piedra blanca o piedra negra: Ambas estan confinadas a la vaina del pelo,
por lo que debe cortarse la porcién suprafolicular de los pelos afectados.

» En las tifias del cuero cabelludo o de la barba: es importante tomar los pelos
parasitados arrancandolos con la raiz intacta. En muchas ocasiones los pelos
parasitados se reconocen porque estan rotos, friables o se desprenden facilmente
con el raspado.

» En las tiflas microspodricas: se reconocen por presentar una placa escamosa
blanguecina con escasa o nula inflamacién, que puede alcanzar varios centimetros
de didmetro, y en el cual se observan pelos rotos a 5-10 mm de la superficie
cutanea, estos pelos parasitados son friables y se arrancan con facilidad al raspar
con el bisturi.

» Querion de Celso: Son las formas supurativas de tinea capitis, es comun en los
nifios. Se presentan como lesiones elevadas, hemisféricas de consistencia blanda,
exhiben muchas pustulas foliculares y al ser apretadas manan pus por multiples
puntos. El diagnostico se realiza por el examen microscépico de los cabellos (que se
arrancan con gran facilidad).

» En las tifias tricofiticas antropofilicas: forman pequefas placas escamosas con
pelos de poca longitud, en forma de W o Z, situados en el espesor de la escama o
bien rotos al nivel de la superficie dando un aspecto de “puntos negros”, casi siempre
en ausencia de inflamacién. Estos “puntos negros” son los que deben extraerse con
la punta del bisturi 0 mediante pinzas. Los pelos situados en la placa tienen una
longitud variable pudiéndose extraer con facilidad sin causar dolor al paciente.

» En latifa favosa: presenta costras amarillentas, concavas y centradas por un pelo,
denominadas cazoletas favicas. Estan formadas por un conglomerado de hifas que
originan una foliculitis y con el tiempo, alopecia cicatricial por destrucciéon de la

matriz. La muestra de estas lesiones debe ser tomada con ansa.

» Ufas

» Onicomicosis distal y lateral subungueal: la lesion comienza por el borde libre de
la ufia y va extendiéndose hacia la matriz, la sustancia de la ufia se sustituye por un
material amarillento y friable, mientras que la ldmina exterior puede estar infectada o
destruida. En estos casos aparecen ufias hiperqueratésicas siendo los alicates
especiales para recoger el material subungueal y cortar trozos de la parte proximal
de la ufia, ya que, aunque sea la menos accesible, es la que menos se contamina y

presenta elementos fungicos mas jovenes y viables.
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» Onicomicosis proximal subungueal: causada por Candida spp, Fusarium spp o

por recidivas de una tinea unguium tratada. Se observa, de forma caracteristica en

pacientes con SIDA. En estos casos, se debe recoger el material blanquecino de la
porcion mas profunda de la tabla ungueal.

» Onicomicosis blanca superficial: se manifiesta como una mancha blanca lechosa
en un punto cualquiera de la superficie de la ufia que se va extendiendo
progresivamente. Es debida a dermatofitos (T. mentagrophytes, T. rubrum) u otros
hongos miceliales (Acremonium spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.) Sélo en este

caso, se raspa la ufia en la superficie afectada.

» Onicomicosis distal y lateral con paroniquia crénica: comienza con una
inflamacién del borde periungueal y termina con la afectacion lateral de la lamina que
aparece doblada. Aunque casi siempre esta causada por Candida spp. en ocasiones
excepcionales algin hongo no dermatofito también puede ser el responsable. En
estos casos, se recoge el material ungueal mas cercano a la cuticula, raspando con
el bisturi en la profundidad del surco periungueal. Con hisopo o ansa estéril se
obtiene el pus de la paroniguia acompafiante tras incisiébn con lanceta o compresion

de la porcion lateral del dedo.

» Onicomicosis distréfica total: corresponde al estadio final de cualquier
onicomicosis. En estos casos, se debe raspar preferentemente el material

subungueal.
Pitiriasis versicolor:

Se realiza por raspado de las lesiones de piel, con bisturi estéril, recolectando entre
2 portaobjetos o en placa de Petri. También se puede utilizar un trozo de cinta adhesiva
transparente (Scotch tape test). Se aplica la cara engomada sobre la lesion, se retira la

cinta con la impronta y se coloca sobre un portaobjetos.
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Transporte de muestras superficiales

Las muestras de pitiriasis versicolor y dermatofitosis deben ser transportadas entre
dos portaobjetos estériles envueltos en papel o en contenedor seco estéril (placa de Petri

pequefia). Se pueden almacenar a temperatura ambiente.

METODOLOGIA PRACTICA:
1.- Examen directo:

Dermatofitos
Para escamas y pelos:

Preparar KOH 40% (40mg de KOH + 100 ml de H,O destilada)

Sobre un portaobjeto colocar la escama o el pelo y una gota de KOH

Colocar un portaobjeto y calentar suavemente

Presionar suavemente y observar a 10X y 40X

Reconocer las formas parasitarias en el material proporcionado (de piel y faneras)

YV V V V V V

Observacién de preparados permanentes

Pitiriasis versicolor

Colorante a utilizar: Azul de metileno al 1% o tincion de Gram.

e Para el caso de muestras tomadas con cinta adhesiva colocar una gota del colorante

en el portaobjeto y dejar que pase por capilaridad.

Se observaran cumulos o racimos de esporas gemantes ovaladas

‘&} o redondeadas de 4 a 8 pm y filamentos cortos, sinuosos en forma

de “S” de 2 a 4 ym, en ocasiones son largos y ramificados.

l\l’ w

\\‘j Reconocer en el examen microscépico directo de escamas la forma
parasitaria, del agente etiolégico de la Pitiriasis.

2.- Cultivos

Medios de cultivo para hongos: Sabouraud, Agar papa dextrosa, Lactrimel, fraccionado en
tubos en pico de flauta con el agregado de antibiéticos, por ejemplo, la mezcla antibiética

gue se preparé en el TP 2.

En 2 a 3 tubos con medio de cultivo sembrar las escamas con un ansa en gancho. Se

esteriliza a la llama y se enfria en el fondo del tubo para que el medio de cultivo sirva de
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adherencia, se toman las escamas y se siembran haciendo pequefios toques en el agar.
Incubar a 25-28°C en estufa durante 10 a 15 dias. Si se sospecha de Trichophyton

verrucosum se colocan 2 tubos mas a 37 °C.
Interpretacion de Resultados

Observacion Macroscopica: Conocer las caracteristicas macromorfolégicas tipicas

(aspecto, color, superficie, etc.).

Agar Sabouraud Descripcién de la colonia

Microsporum canis: Colonias con micelio aéreo algodonoso
que va del color crema a carne con coloracion amarillenta en los

bordes. Reverso: Anaranjado

Microsporum gypseum: Colonia granulosa de color marron

' canela y de aspecto estrellado, bordes blanquecinos. Reverso:
, Marrén

Trichophyton mentagrophytes: Colonia granulosa poco
prominente, de color amarillo palido y bordes blanquecinos.
Reverso: En ocasiones puede producir pigmentos rojo-

anaranjados.

Trichophyton rubrum: Colonias vellosa, prominente,
abundante, de color blanquecino, con bordes mas claros.

Reverso: Pigmento rojo vinoso oscuro caracteristico de esta

especie.

Ao 2020 42



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

Malassezia furfur: Colonias cremosas, pequeifias de color
beige. (agar Sabouraud con antibiéticos Cloranfenicol-Actidione)

Imagenes propias
Observacion Microscopica:

» Colocar una gota de azul de lactofenol en un portaobjeto
» Con ayuda de un ansa estéril depositar la muestra y colocar un cubreobjetos

» Observar a 10x y 40x y describir micro morfol6égicamente

Microscopia Caracteristicas

Microsporum canis: Macroconidias fusiformes, divididas
delgadas de pared gruesa y rugosa, extremos puntiagudos

ligeramente curvados hacia un lado

Microsporum gypseum: Macroconidias fusiformes, de

pared delgada y rugosa y extremo redondeado

20 TG i“' R Trichophyton mentagrophytes: Escasas macroconidas
% & 4 o g s

alargadas en forma de lapiz, con paredes lisas.

Microconidas redondas u ovales, frecuentemente en

grupos, algunas hifas en forma de espiral.
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Trichophyton rubrum: Microconidas en forma de lagrima

ubicadas lateralmente a las hifas

Epidermophyton floccosum: Macroconidias de paredes
delgadas, en forma de mazo o clava con u extremo

redondeado. No hay Microconidios.

drfungus.org
Otras pruebas para dermatofitos:

1) Produccién de 6rganos perforadores

Preparacion:

Se colocan cabellos de 1cm de longitud en una placa de Petri y se esterilizan por autoclave
(121 °C, 10 minutos). Se agregan 25 ml de agua destilada estéril y 2 a 3 gotas de extracto
de levadura al 10% estéril.

Se inoculan las placas con el medio de cultivo que contiene al dermatofito y se observa la
presencia de 6rganos perforadores con ayuda de un microscopio y coloreando con azul de
lactofenol, entibiando ligeramente entre porta y cubre, se realiza con intervalos de 4

semanas.

Corrado Capretti

Interpretacion

Positivo: T. interdigitale, E. floccusum, Microsporum spp.
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Negativo: T. rubrum, T. verrucosum, T. schoenleinii, T. tonsurans.

2) Medio de agar urea de Christensen
Preparacion del medio:

1.- Agregar Peptona 1g, Glucosa 1g, NaCl 5g, KH2PO4 2g, Rojo de Fenol 12g, Agar 20g,

agua destilada 900 ml. Se calienta hasta disolucion total.
2.- Esterilizar en autoclave 121 °C durante 15 min.

3.- Enfriar a 50 °C y agregar 100 ml de Urea al 20 % en agua destilada y esterilizada por

filtracion.

4.- Alicuotar en tubos de hemdlisis estériles inclinados.

Interpretacion de resultados.

Son ureasa positiva: T. interdigitale, T. mentagrophytes, Microsporum spp.
Son ureasa negativo: T. rubrum, T. verrucosum

Son urease variable: T. schoenleinii, T. tonsurans

En resumen...

El diagndstico micoldgico correcto en las micosis superficiales exige:

o Obtencién adecuada de la muestra

o Transporte apropiado

o Rigor en lainterpretacién del examen directo
o Eleccién de medios de cultivo adecuados

o lIdentificacion de la especie fungica

o Valoracion/interpretacion correcta de los cultivos positivos

ACTIVIDADES A DESARROLLAR:

» Observacién de materiales clinicos

» Siembra de material clinico en Agar Sabouraud
» Observacién macroscopica de los cultivos
>

Observacién microscopica de los desarrollos
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Trabajo Préctico de Laboratorio N° 6
IDENTIFICACION DE LEVADURAS DE INTERES MEDICO

OBJETIVOS:
El trabajo préactico capacitara al alumno en los siguientes items:
» Adquirir el criterio adecuado para la confeccion de esquemas minimos de identificacion
de levaduras de interés médico.
» Describir las caracteristicas observadas del crecimiento de las levaduras en medios

liquidos.

INTRODUCCION TEORICA:

Cuando se observa el desarrollo de una colonia sobre cualquiera de los tubos del
primocultivo, se procede a identificar el aislamiento. La identificacion de las levaduras puede
variar desde unos pocos test simples, para identificacion presuntiva de Candida albicans y
Cryptococcus neoformans a una gran variedad de pruebas necesarias para identificar a
todas las levaduras cominmente aisladas en los laboratorios de micologia. El primer paso
en el estudio de una cepa es la obtenciéon de un cultivo puro a partir del cual se puedan
iniciar los estudios sistematicos de sus caracteristicas morfoldgicas, fisiol6gicas y sexuales
bajo condiciones estandarizadas. Si no se ha comprobado la pureza de una cepa y los
estudios morfoldgicos, fisiologicos y sexuales no se han realizado en condiciones
debidamente estandarizadas, es imposible identificarla o describirla con certeza. A
continuacién se enumeran las principales pruebas diferenciales para la identificacion de
levaduras por el método de referencia. Se subrayan aquellas que se consideran posibles de
realizar en todo laboratorio hospitalario a fin de arribar a la identificacién presuntiva de
Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Las pruebas sin subrayar requieren mayor
infraestructura, son onerosas, y se centralizan en laboratorios de referencia. Estos test
pueden ser subdivididos en dos categorias: los usados para identificacion presuntiva y los
confirmatorios.

> 1. Prueba de formacion de tubo germinativo por Candida albicans.
2. Prueba de formacion de Clamidosporas por Candida albicans.
3. Agar semillas de girasol para diferenciacion de Cryptococcus neoformans.
4. Prueba de la produccion de ureasa para Cryptococcus neoformans.
5. Crecimientoa 28°Cy 37°C.

6. Crecimiento en extracto de malta 6 agar leche para estudio

YV V VYV V V

micromorfoldgico.

> 7. Cultivo en ldmina en agar morfologia (Difco) para estudio micromorfolégico.
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Y

8. Crecimiento en agar morfologia (Difco) para macromorfologia.

Y

9. Ensayo de asimilacion de Glucosa, Galactosa, L-Sorbosa, Celobiosa,
Trehalosa, Sacarosa, Maltosa, Lactosa, Melibiosa, Rafinosa, Melezitosa, D-
Xilosa, L-arabinosa, D-ribosa, D-manitol, &cido citrico, eritritol y m-Inositol.

10. Ensayo de asimilacion de nitrato de potasio y peptona.

11. Ensayo de fermentacion de Glucosa, Sacarosa, Galactosa, Maltosa,
Trehalosa y Lactosa.

12. Crecimiento en medio libre de vitaminas.

13. Produccion de ascosporas.

14. Tinta China para revelar la capsula de Cryptococcus neoformans.

Produccion de tubo germinativo

Esta prueba es considerada hasta el presente como la mas confiable para identificar
presuntivamente C. albicans, tiene una exactitud del 95%-100% cuando se compara con la
identificacion definitiva.
Procedimiento: Hacer una suspension ligera (100.000 a 1.000.000 de células/ml) de un
cultivo de 24 hs de la cepa en estudio en 0,5 ml de suero humano. La suspension puede
hacerse tocando la superficie de una colonia con la punta de una pipeta Pasteur estéril y
luego emulsionando suavemente las células adheridas a la pipeta en el suero. Incubar a
37 °C y observar microscopicamente cada media hora, hasta las tres horas. Es necesario
inocular simultaneamente un testigo positivo (C. albicans) y uno negativo (C. guilliermondii u

otra).

+ Almeida, G. M. D. et al

Interpretacion: El tubo germinativo se ve como una proyeccion filamentosa delgada, que no

presenta constriccion en el punto de origen.
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Coloracioén con Tinta China
Se realiza para detectar C. neoformans en las muestras de LCR y fluidos corporales.
También es util para estudiar cepas recuperadas de muestras clinicas cuando se sospecha
C. neoformans.
Método: Colocar una gota del LCR u otro fluido corporal sobre un portaobjetos limpio
Agregar sobre la muestra una gota de tinta china diluida con agua destilada estéril 1:1,
homogeneizar (si es necesario), y colocar un cubreobjetos. Observar rapidamente al
microscopio con objetivos de bajo y mediano aumento. (10X y 40X)

Interpretacién: El ensayo es positivo si se observan levaduras de 4-20 micrones, rodeadas

por un halo claro entre la levadura y la tinta china.

@munesy of M. McGinnis

Copyright © 2000 Doctorfungus Corporation

A raiz de la dificultad que presenta la identificacion de levaduras diferentes de
Candida albicans y Cryptococcus neoformans en los laboratorios de microbiologia general
de los centros de salud, se propone un algoritmo de identificacion presuntiva con la intencién
de brindar una ayuda al momento de arribar a la identificacién fenotipica.

Se recuerda que las metodologias propuestas soélo permitiran una identificacion
presuntiva de los aislamientos, por lo tanto, es necesario completar el esquema de
identificacion mediante la realizacion de metodologia estandar, o bien derivando a los
Centros de Referencia.

A continuacion se adjuntan el algoritmo de identificacibn presuntiva y las
caracteristicas micromorfolégicas méas importantes de las especies de levaduras de
aislamiento mas frecuente en los laboratorios de rutina. Se adjuntan, ademds, los
procedimientos de laboratorio y los medios de cultivo que sugerimos se utilicen para realizar

la identificacion presuntiva de los aislamientos de levaduras.
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Algoritmo de identificacion de levaduras

Muestra clinica

!

}

Siembra en Agar cromogénico (1)

Siembra en Sabouraud con ATB

\ 4

Observacion Examen directo (2)

VvV

Re-aislamiento

Levadura

Cultivo Puro

Observacién del aspecto de la colonia:

\ 4

A\ 4

Pigmentada de color rosa o
salmén

No pigmentada. Color blanco o
crema

\

\

Rhodotorula spp.

IDENTIFICACION

1. Realizar la siembra del primocultivo en un agar cromogénico (contiene antibiético) permite

en 24 h la visualizacion de las colonias puras, la deteccion de una infeccion mixta de

levaduras y la identificacion presuntiva de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei.

cultivo esté libre de bacterias.
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Levadura no pigmentada

Tubo Germinativo

| ¥
Negativo Positivo
v \ 4
MICROMORFOLOGIA Cdndida albicans
1
A 4 \ 4
PRESUNTIVA* IDENTIFICACION

Micromorfologia: esta observacion se debe realizar siempre, ya sea para la identificacion
presuntiva como para la identificacion completa.
» Se puede realizar en extracto de malta liquido, donde observara fundamentalmente las
principales estructuras que caracterizan a la reproduccion vegetativa: blastoconidias,
artroconidias, pseudomicelio, y el tipo brotacién: monopolar o multipolar o fision.
* Se puede realizar en agar harina de maiz (CMA), que permite la observacién de la
disposicién de las estructuras y ademas, en el caso de C. albicans, se puede ver la
formacion de clamidoconidias.
Identificacidn presuntiva:

Ademas de las caracteristicas macro y micromorfoldgicas, la identificacion presuntiva
puede realizarse incluyendo otras pruebas:

> Siembra en un agar cromogénico, especialmente CHROMagar Candida que

permite identificar: C. albicans, C. tropicalis y C. krusei.
Prueba de ureasa.
Agar semillas de girasol.

Asimilacion de trehalosa.

YV V VY V

Disco de fluconazol de 25 ug.

Ao 2020 51



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA

LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

Especie de Levadura Micromorfologia CHROM Trehalosa Urea fluconazol
Pseudomicelio con
C. albicans blastoconidias Verde Neg. Neg. ----
agrupadas clamidoconidias
Pseudomicelio largo
C. tropicalis y ramificado, Azul Positivo Neg.
blastoconidias (+de 3
dispuestas a lo largo horas)
Pseudomicelio corto,
C. parapsilosis ramificado, Crema Neg. Neg. ---—--
blastoconidias ovoides (ND)
Células alargadas (en
C. krusei forma de habano) con Rosa Neg. Positivo  confirma
blastoconidias seca (débil) con halo<
terminales. 14 mm.
Blastoconidias muy Rosa, Positivo
C. glabrata pequefias sin crema (a partir Neg.  ---—--
pseudomicelio (ND) de las 2 hs)
Blastoconidias muy
pequefas con
C. guilliermondii Pseudomicelio (ND) Neg. Neg. ----
Rudimentario (escaso)
Cryptococcus Levaduras redondas
neoformans brotantes. (ND) Neg. Positivo  ---
Trichosporon Blastoartroconidias,
beigelii Clamidoconidias Azul Neg. Positivo -----
intercalares violaceo

* ND: No se distingue por color.
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Colonia de aspecto levaduriforme

A 4

Colonia rosa o salmoén

A 4

Rhodotorula spp.

A 4

Colonia blanca o crema

A 4

Tubo germinativo +

Clamidoconidia

v

Negativo

!

\ 4

Positivo

!

Agar morfologia, Extracto de

malta liquido o agar le

Agar cromogénico

che +

Candida albicans
Xilosa, trehalosa y alfa-metil-D-glucésido
Negativo

C. albicans
C. tropicalis

Asimilaciény
fermentacion

Trehalosa

Otras levaduras Trichosporon,

C. krusei
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IDENTIFICACION DEFINITIVA DE LEVADURAS
Métodos comerciales:

La laboriosidad y el alto costo que representa realizar el método convencional de
identificacion de levaduras han llevado a la elaboracién de métodos comerciales cada vez
mas eficaces y rapidos, los cuales permiten identificar un elevado porcentaje de las
levaduras de interés en infecciones hospitalarias. Esta metodologia permite que la mayoria
de los hospitales especializados puedan tener acceso a la identificacién de levaduras al
nivel de especie, obteniéndose un resultado altamente confiable en la mayoria de los casos.

Los métodos que existen actualmente en el mercado son los siguientes:

ID 32C (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)

API 20C Aux system (bioMérieux Vitek Inc., Hazelwood, Mo.)
VITEK YBC system (bioMérieux-Vitek)

VITEK 2 System

Fungichrom .

Yeast Star

Auxacolor

RapID Yeast Plus system

MALDI-TOF

ID 32C (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France):

El equipo consiste en una tira de plastico descartable con 32 pocillos, los cuales

YV V.V V VYV ¥V V VY V

contienen 29 sustratos deshidratados para pruebas de asimilaciéon (carbohidratos, acidos
organicos y (aminoacidos), una prueba de sensibilidad a cicloheximida, una prueba
colorimétrica para determinar hidrélisis de la esculina y un control negativo. El procedimiento
se realiza segun indicaciones del fabricante, pudiéndose obtener resultados a las 48 horas
de incubacién a 30° C. La lectura se realiza visualmente y el crecimiento se determina por
presencia de turbidez en el pocillo correspondiente. Los resultados se convierten en un bio-
codigo numérico de 8 digitos que permite la identificacion a través de un manual de cédigos
(ID 32C, indice analitico de perfiles) La identificacion requiere de la observacion
micromorfologica. Este método es el mds cominmente utilizado por los paises europeos.

Permite identificar el 92% de los aislamientos comunes y el 85 % de los aislamientos menos
frecuentes. Entre las especies que no pudieron ser identificadas se encuentran: C. albicans,
C. guilliermondii, C. neoformans, Rhodotorula spp. y Saccharomyces cerevisiae. Este

sistema permite una mejor identificacién de cepas atipicas.

Ao 2020 54



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS M/CO%OG/'A
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
API 20C Aux system (bioMérieux Vitek Inc., Hazelwood, Mo.):

El equipo consiste en una tira de plastico descartable con 20 pocillos los cuales
contienen 20 sustratos deshidratados para pruebas de asimilacién. El procedimiento se
realiza segun indicaciones del fabricante pudiéndose obtener resultados a las 72 horas de
incubacién a 30°C. La lectura se realiza visualmente y el crecimiento se determina por
presencia de turbidez en el pocillo correspondiente. Los resultados se convierten en un
biocédigo numérico de 7 digitos el cual permite la identificacién a través de un manual de
cbdigos (APl 20C, indice analitico de perfiles) La identificacion requiere la observaciéon
micromorfoldgica y a veces pruebas suplementarias como utilizacién de KNO3, crecimiento
a 42 °C y produccion de ureasa.

Este es el sistema mas utilizado en EEUU. Este sistema permite identificar el 97% de
los aislamientos comunes y un 88% de los menos comunes. Entre las especies que no

pudieron ser identificadas se encuentran: C. albicans, C. guilliermondii y C. krusei.

VITEK YBC system (bioMérieux-Vitek.):

El equipo consiste en una tira de plastico descartable con 30 pocillos, los cuales
contienen 26 sustratos deshidratados para pruebas de asimilacion y 4 controles negativos.
El procedimiento se realiza segun indicaciones del fabricante, pudiéndose obtener
resultados a las24-48 horas de incubacién a 30°C. La lectura se realiza a través de un
sistema computarizado.

La identificacion requiere la observacion micromorfolégica. Este sistema permite
identificar alrededor del 89% de los aislamientos, sin embargo este porcentaje varia segun
las especies estudiadas. Entre las especies cuya identificacion puede ser errGnea o pueden
no ser identificadas se encuentran: C. tropicalis, C. krusei, C. rugosa, C. zeylanoides, C.
neoformans, entre otras. Este método posee la ventaja de que puede identificar
presuntivamente C. dubliniensis, especie morfolégicamente similar a C. albicans y con

dificultades de diferenciar.

VITEK 2 ID-YST System (sistema automatizado para identificaciéon y sensibilidad a
antifungicos):

Puede identificar especies de levaduras a las 15 horas a través de una técnica muy
sensible basada en la fluorescencia. ID-YST comprende 47 reacciones bioquimicas e
incluye nuevas especies descriptas. El método permitié identificar 92 % de las cepas
probadas. Un 6,2% fue no identificado (C. inconspicua, C glabrata, C. krusei, C.
norvegensis, C. parapsilosis) y 1,7 % erroneamente identificada (C. kefyr, C. krusei, S.

cerevisiae).

Ao 2020 55



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS M/CO%OG/'A
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA
FUNGICHROM® I:

Es un equipo que basa la identificacion de levaduras en la presencia o ausencia de
ciertas enzimas, que se visualiza mediante reacciones colorimétricas. La actividad
enzimatica se revela con 3 tipos de reacciones:

1. Hidrdlisis de sustratos cromogénicos.

2. Asimilacién de sustratos naturales: utilizacion de GAL; SAC, TRE, MAL, CEL, RAF,
LAC,; resistencia a la cicloheximida e hidrolisis de urea.

3. Oxidacion de sustratos sintéticos (fenoloxidasa).

El equipo consiste en una tira de plastico descartable con 16 pocillos, los cuales
contienen los sustratos. Se prepara un in6culo a partir de un cultivo de 24 horas y se
siembran dos gotas en cada una de las celdas, se incuba 24 o 48 horas a30°C vy,
simultdneamente, se debe realizar el examen macro y microscépico de las colonias con lo

gue la sensibilidad aumenta a 91%.
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 7
ASPERGILOSIS

OBJETIVOS:
El presente trabajo practico capacitara al alumno en los siguientes items:

» Describir la macromorfologia de colonias: observando preparados coloreados y en n

fresco.

» Observar la micromorfologia y poder diferenciar diferentes especies de Aspergillus

de interés clinico.

INTRODUCCION TEORICA

Entre los hongos considerados oportunistas se encuentran las especies del género
Aspegillus; género que crece en importancia desde 1729, afio en el que fue descripta la
primera patologia humana. Presentan una gran versatilidad metabdlica y una gran
capacidad para dispersar sus conidios dado que su cabeza conidial puede producir mas de
500.000 conidias.

Al género Aspergillus pertenecen aproximadamente 900 especies, cuyos conidios
son inhalados en forma permanente por el hombre. Es uno de los mas frecuentemente
hallados en el ambiente, pudiendo aislarlo de cualquier sustrato que contenga materia
organica y humedad como por ejemplo del suelo y vegetales en descomposicion, por lo

tanto puede afectar nuestro bienestar de diferentes formas:

Patdgeno humano y animal
Por produccién de micotoxinas

Contaminacion de cultivos

YV V V V

Disminucién del valor comercial de productos alimenticios, cueros y

tejidos

A pesar de su ubicuidad sblo unas pocas especies estan relacionadas con

patologias en el hombre, independientemente del sexo, edad y raza, a saber:

Aspergillus fumigatus, Aspegillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans,

Aspergillus terreus.

Ao 2020 57



GUIA DE TRABAJOS PRACTICOS MICOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO:
Examen directo y cultivos micolégicos

El analisis de los distintos materiales obtenidos de las zonas afectadas es de gran

importancia para el diagndstico de este amplio espectro de patologias.

Asi el estudio de esputos; lavado bronquioalveolar (BAL); biopsia pulmonar o renal;
raspados oftdlmicos, secreciones Oticas; lavados de los senos nasales y en muestras
oculares y de piel, revelan en el examen directo con KOH al 10% o con azul de lactofenol
la presencia de hifas anchas tabicadas y con ramificaciones dicotdmicas en angulo de
45°, de aproximadamente 2,5 a 4,5 um de ancho (Foto N° 1). El uso de la técnica de
Calcofluor puede facilitar la observaciéon de las formas flngicas. Coloraciones como las de
Gram Nicolle, Hematoxilina Eosina y Gomori-Grocott (Figura N° 2) permiten una buena

visualizacion de las hifas caracteristicas.

j(drfung us.org)

Figura N° 1. Examen directo de material rinosinusal con Azul de lactofenol: se observan hifas

anchas tabicadas y con ramificaciones dicotémicas.

QIS Wil e
- 3
o

(drfungus.org)

Foto N° 2: Extendido de absceso cerebral coloreado con Gomori-Grocott: se observan hifas

anchas tabicadas y con ramificaciones dicotémicas.
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En esputos, la presencia de hifas y, en raros casos, la de elementos de
fructificacion, orienta a que la masa fungica se encuentra alojada en una zona de aireacion
constante.

Los medios de cultivos mas utilizados son Sabouraud Glucosa y Czapek (crecen
bien en estos medios generales) a los que podemos agregar antibioticos. Algunas cepas
del género Aspergillus son sensibles a la cicloheximida por lo que no se recomienda el
uso de medios de cultivo con este antibiotico (Mycosel). La temperatura también influye en
el desarrollo de las especies involucradas, pero podemos considerar que la temperatura
Optima es de aproximadamente 28 °C. La mayoria de los Aspergillus patégenos pueden
desarrollar a 37 °C, inhibiendo asi a la flora saproéfita acompafiante. A fumigatus es
considerado una especie termo tolerante, porque puede desarrollar a temperaturas de
alrededor de 45 °C.

El diagndéstico micoldgico se ve dificultado por la ubicuidad del género, por lo tanto
su hallazgo en muestras aisladas de esputo, secreciones o6ticas e hisopados no tienen
significado clinico, por lo que se recomienda para estos materiales el envio de
MUESTRAS SERIADAS para su procesamiento, en las que debe hallarse crecimiento de
igual género y especie del hongo en la mayoria de los medios de cultivo sembrados con el
material. En piezas obtenidas por métodos quirlrgicos o por punciones (obtenidos de sitios
estériles), la observacién de las hifas caracteristicas y desarrollo de hongos pertenecientes
al género Aspergillus, tienen valor diagnoéstico. El hallazgo de un resultado positivo en el
tracto respiratorio tiene valor diagnéstico si va acompafado de sintomas y signos
caracteristicos de infeccién pulmonar o sinusal. Las muestras de lavado broncoalveolar
(BAL) tienen baja sensibilidad, pero el aislamiento de Aspergillus es indicador de infeccion.

Los hemocultivos son generalmente negativos para la aspergilosis. Para mejorar los
aislamientos se deben tomar varias muestras en el episodio febril.

La frecuencia relativa de las especies asociadas con Aspergilosis invasiva es la

siguiente:

Aspergillus fumigatus (85-90%); Aspergillus flavus (10%); Aspergillus niger (3-7 %);
Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus (1%). La identificacion de estas y otras especies

se realiza a través de estudios macro y micromorfoldgicos.
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Caracterizacion Taxonomica del Género Aspergillus
Para identificar una especie se analiza su estructura reproductiva cuyos
constituyentes son: cabeza conidial, conidiéforo, vesicula, fialide, conidios, células de Hiille,
cleistotecio y esclerotes. Fig N° 1

Cabeza conidial: Estd caracterizada por su color, tamafio y forma. El primero esta

determinado por el color de los conidios; el segundo depende del tamafio de la vesicula y
del largo de las cadenas de conidios. La forma varia desde columnares a radiadas y

globosas, teniendo una relacion directa con la forma en que se implantan las fialides.

Conidiéforo: Estd compuesto por: célula de pie, el conidiéforo propiamente dicho y la
vesicula. Habitualmente no son ramificados ni tabicados, pero sus paredes pueden ser lisas

0 rugosas.

Vesicula: Se presenta como un extremo dilatado del conidiéforo que puede adoptar formas

variadas: globosa, eliptica, clavada, semiesférica, y cuyo tamafio varia de 10 a 65um.

Fialide: Es la célula conididgena que da origen a los elementos de reproduccion asexual
denominados conidios. Se desarrollan sobre el area fértil de la vesicula y se pueden
disponer en una sola hilera (uniseriada) o en doble hilera (biseriada) llamando a la primer

hilera, esterigmas o métulas.

Conidios: Son propagulos asexuados unicelulares que pueden ser uni 0 multinucleares y
que se pueden presentar de formas y colores diversos y que se disponen en cadenas.

Sus superficies pueden ser lisas o rugosas.

radiate
columnar
phialide

phialide

biseriate uniseriate

vesicle

conidiophore stipe

foot cell

Figura N° 1: Estructuras reproductivas de especies del género Aspergillus. (Esquema

segun Guarro)
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Células de Hille: Son estructuras especializadas que se pueden observar en diferentes

especies fungicas. Presentan paredes gruesas y se disponen en forma terminal o intercalar

en la hifa y son de formas variadas: globosa, subglobosa, elongada o arremolinadas.

Esclerotes: Algunas cepas fungicas, como A. flavus; A. oryzae; producen masas fuertes, de
formas, tamafios y colores diferentes, con células de paredes gruesas que semejan un
parénquima. La produccion de estas estructuras dependen de las condiciones del cultivo y

Su presencia 0 ausencia no es relevante para la taxonomia.

Cleistotecios: Son ascocarpos cerrados que incluyen elementos de la reproduccién
sexuada: esporos. Al género Aspergillus taxonémicamente se lo puede ubicar dentro de
los hongos fialidados que poseen células de pie, pero estos elementos micromorfolégicos
son insuficientes para identificarlos ya que existen otros hongos como Penicillium que
también los poseen. Se propone que la presencia de células de pie es caracteristica del
género Aspergillus pero su ausencia no lo descarta. Actualmente ha habido sucesivas
reuniones cientificas en las que se abordé exclusivamente la problemética relacionada a
los géneros Aspergillus y Penicillium. En ellas se revisé la nomenclatura siguiendo las
normas del Codigo Internacional de Nomenclatura Boténica (ICBN). Gams et al.
reclasificaron el género y lo dividieron en 6 subgéneros, los que pueden dividirse en una o
mas secciones. Con el fin de proteger a los nombres en uso, la Comisién Internacional de
Penicillium y Aspergillus elabor6 una lista con 186 especies de Aspergillus y 72

teleomorfos, Tabla N° 1y Fig N° 2.
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Figura N° 2: Caracteristicas micro morfolégicas de especies de Aspergillus

Species Conidial Head Vesicle and Conidiophore Sterigmata Conidia
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(Imagenes Boletin Micologico Vol. 23: 49 - 66 2008)
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Tabla N° 1. Caracteristicas macro y micro morfologicas de las especies de Aspergillus asociadas con patologias en humanos

CARACTERISTICAS| A. fumigatuss | A. flavus A. niger A.terreus A. nidulans
Plano, Pulverulento Punteado negro | Aterciopelado, Plano,
Aspecto aterciopelado flocoso aterciopelado
algodonoso
Verde botella, Verde amarillento Blanco Marrén Verde
Color blanco- amarillento amarillento amarillento
'g grisaceo
8 Incoloro, Incoloro, café Incoloro, Incoloro, beige Rojo purpura
Reverso Rojo amarillento amarillento
amarillento
Corto, liso, Regular, pared Largo, 1.5-3 Regular, hialino | Muy corto, liso,
Conidioforo incoloro, rugosa mm liso café (marrén),
Vesicula Mazo o domo Esférica Globosa Subesférica Hemisférica
Una a dos Dos series
Fialides Una serie, series Dos series Ligeramente Dos series,
c paralelas radiadas radiadas columnar paralelas
§ Globosos, Piriformes o Globosos, Globosos,
g Conidios equinulados, globosos, verde Globosos, estriados, equinulados,
é' verdes amarillentos negros amarronados verdes
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Globosos, Globosos, café
g Cleistotecios amarillos (marron)
@
= _
0 Globosos Rojizas
S Ascosporas con crestas
§ ecuatoriales
S 20
E‘ Células en avellana - pm
Esclerotes - Blanco o negro
Temperatura de
§ desarrollo 37 a50°C 37°C 37°C 37°C 30a37°C
S optimo
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Diagndéstico seroldgico

Los métodos seroldgicos son de gran ayuda diagnéstica, siendo la blusqueda

de anticuerpos circulantes, una de las técnicas mas frecuentemente usadas.

La inmunodifusion (ID) es el ensayo inmunolégico  mas frecuentemente
realizado en el laboratorio de micologia, obteniendo la presentacién de 1 a 18
bandas cuando enfrentamos el suero problema con extractos metabdlicos

purificados de las diferentes especies del género Aspergillus.

La presencia de Ac circulantes se observa entre el 75 al 100% de los casos
de aspergiloma y entre el 66-100 % de los casos con Aspergilosis Broncopulmonar
Alérgica, en los que también se ha reportado la presencia de IgE e IgG, pero en
pacientes con Aspergilosis Invasiva (Al) pueden presentar 1 0 ninguna banda de

precipitacién por lo que se traté de avanzar en nuevas técnicas de serodiagndstico.

Rippon y col. sostienen que la prueba de ID alun es util y que se pueden
correlacionar los patrones de bandas con patologias como por ejemplo: 1 banda débil
se presenta en asmaticos, 4 6 mas bandas en Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica
con colonizacion, hasta 18 bandas en aspergilomas y en Al si es cronico se pueden

detectar algunas bandas mas.

Dado que existe variabilidad antigénica entre las cepas de la misma especie,
es recomendable preparar los extractos de antigenos con diferentes cepas. Existe
una gran variabilidad entre los lotes de antigenos, teniendo en cuenta que una de las
diferencias puede plantearse en la forma de preparacién del antigeno, o no ser
representativas del area geogréfica donde se va a utlizar. También debe
considerarse la reactividad cruzada con otras especies de este u otros géneros
fungicos con los que pueden compartir epitopes que reaccionarian con
anticuerpos de tipo universales. Las fracciones antigénicas pueden resultar afectadas
por la liberacion de enzimas proteoliticas al medio de cultivo, causando interferencias
posteriores. Por esto es que se necesitan antigenos debidamente purificados con

técnicas de produccion de antigenos estandarizadas.

Puesto que los procedimientos microbioldgicos tradicionales para establecer
el diagndstico de la aspergilosis invasiva son tardios y de poca rentabilidad, se han

desarrollado una serie de marcadores de enfermedad invasora por Aspergillus spp.
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que permiten realizar un diagnostico de forma precoz que conlleva la posibilidad de
establecer un tratamiento anticipado.

Diagnostico de Al mediante deteccion de galactomanano (GM):

Desde hace 20 afios se conoce la presencia de mas de 100 componentes
antigénicos en el suero de enfermos con aspergilosis invasiva, siendo el marcador de
mayor utilidad diagnostica el galactomanano. El galactomanano es un componente
de la pared celular del género Aspergillus, siendo el principal exoantigeno liberado
durante la angioinvasion. En enfermos con aspergilosis invasora el GM puede ser
detectado en suero, orina, liquido cefalorraquideo, liquido pericardico/pleural y
BAL. Las concentraciones de GM en suero son fluctuantes, y aunque no se conoce
con exactitud su cinética, se sabe que en su aclaracion intervienen las células de
Kupffer. Actualmente se utiliza un ELISA doble sandwich que emplea un anticuerpo
monoclonal de rata EBA-2 dirigido contra el GM de Aspergillus que es utilizado
como captor y detector del antigeno. Esta prueba estd comercialmente disponible
como Platelia Aspergillus® (Bio-Rad, Marnes- La-Coquette, Francia). Es una técnica
sencilla, reproducible y rapida (aproximadamente 4 horas) cuyo punto critico radica
en el tratamiento del suero con calor en presencia de EDTA, para disociar los
inmunocomplejos y precipitar las proteinas séricas que podrian interferir con el
ELISA. El limite de deteccion es de 0,5-1 ng/ml. Definicibn de GM positivo: Se
considera que la prueba es positiva cuando se obtienen al menos dos
determinaciones consecutivas positivas, siendo el punto de corte inicialmente
recomendado en suero de = 1,5 ng/ml, aunque actualmente en Europa se ha fijado
el punto de corte en 1 ng/ml, mientras que en EE.UU. se recomienda utilizar 0,5
ng/ml. EIl GM es de gran utilidad diagnéstica en pacientes neutropénicos adultos

3 3

(<100 N/mm* >3 semanas 6 <500 N/mm

alto riesgo de desarrollar una Al. EIl GM es de dudosa utilidad diagnéstica en

>5 semanas), catalogados como de

poblacion pediétrica, receptor de trasplante de drgano solido, SIDA, enfermedad

granulomatosa cronica, neoplasias de 6rgano solido y grandes quemados.

En la préctica clinica la positividad de dos GMs en poblacion de alto riesgo
obliga a la instauracion de tratamiento antifungico (terapia anticipada), puesto que
este dato seria indicativo de infeccion. La evolucion clinica, radioldgica, antigénica,
conjuntamente con los datos proporcionados por la biologia molecular (PCR)
permitirian probar la Aspergilosis invasiva. El éxito en el diagndstico de Al, utilizando

las técnicas de deteccién de Ag depende principalmente del correcto monitoreo de
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las muestras. Asi el analisis de muestras seriadas aumenta la posibilidad de
obtener resultados satisfactorios. Cuando el paciente recibe terapia antifungica, el
clearence de Ag se ve favorecido, y consecuentemente las pruebas resultaran

negativas.

Diagnoéstico de Al mediante deteccion de (1-3)-B-D-glucano (BG):

El glucano es un componente de la pared celular fungica formado por
monémeros de glucosa unidos con enlaces (1-3)- B y (1-6)- B. El (1-3)-B-D-glucano
se libera durante la infeccién y puede detectarse en el plasma de pacientes con
varias micosis (candidiasis, aspergilosis y neumocistosis, pero no criptococosis y
mucormicosis), ya que el ser humano carece de glucanasas para digerirlo y su
eliminacion es lenta. Por tanto, una prueba positiva puede utilizarse como marcador
de infeccion fangica, pero no permite identificar la especie. Las pruebas tradicionales
para detectar BG pueden presentar falsos positivos en pacientes sometidos a
hemodialisis con aparatos que tengan membranas de acetato de celulosa, o en
tratamiento con albumina, inmunoglobulinas, algunos agentes anticancerosos y
sulfamidas. Un estudio realizado sugiere que la deteccién de BG (Fungitell, Asoc.
Cape Code, EU) es una herramienta diagnéstica de la Al invasiva, con una S del
87,5%, una E de 89,6 % y que la positivizaciébn en el tiempo del BG era mas
temprana que con GM en relacién a la aparicién de fiebre, signos clinicos, imagenes
radiol6gicas (tomografia computada). Segun estos autores, la deteccion conjunta de
ambos marcadores, realizadas en suero bisemanalmente, permite: 1-aumentar la E y
el valor predictivo (+) a un 100 %; 2- predecir la evolucion en los enfermos con Al y 3-
detectar los falsos positivos para ambos tests.

La biologia molecular ha aportado mucho para el diagnéstico de las
aspergilosis tanto en el diagnostico en muestras clinicas como en los estudios
taxonémicos de cepas. Los métodos basados en la PCR tienen una mayor
sensibilidad que el cultivo y una especificidad comparable a éste. Esta técnica puede
dar resultados falsos positivos debido a la ubicuidad del Aspergillus, por la
contaminacion del ambiente de trabajo, buffers y muestras. El uso de filtros de aire
en el rea de trabajo puede contribuir a evitar este riesgo. EI mayor problema es
gue por el momento ninguna prueba ha sido ampliamente evaluada como para que
sea utilizada universalmente. La estandarizacién de los métodos de extraccion y de
deteccion del ADN, permitird introducir estos métodos al laboratorio micolégico de

rutina.
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ACTIVIDADES A DESARROLLAR:
» Observacién macroscopica de cultivos.
» Observacion microscoépica de diferentes especies del género Aspergillus.
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Trabajo N° 8
RESOLUCION DE CASOS CLINICOS

OBJETIVOS: Con el siguiente practico el alumno deberd estar capacitado para:

» Integrar los conocimientos tedricos individuales de las micosis aprendidas, con
el resto de las manifestaciones clinicas que pueden afectar a un paciente.

» Plantear diagnésticos diferenciales.

» Afianzar los conocimientos adquiridos, realizando un estudio puntual y critico
de los datos aportados, para poder obtener el diagnostico certero del paciente.

» Relacionar al profesional bioquimico con el resto de los profesionales del
equipo de salud.

PROBLEMA CLINICO N° 1

Datos del paciente: Paciente J.C. de 33 afios de edad, procedente de la localidad de
Fontana, provincia de Formosa, Republica Argentina. La zona es subtropical, himeda,
con temperatura media anual de 23 °C y esta situada en el nordeste argentino. El
paciente era trabajador rural en un obraje y abatia arboles de maderas duras. Fue
admitido en el Hospital Mufiiz el dia 17/12/2007.

El motivo de la internacion fue la presencia de lesiones Ulcero-vegetantes de aspecto
verrugoso en ambos pies, con marcado predominio en el pie derecho, acompafiadas
de linfedema de la pierna homolateral.

Fue enviado desde la ciudad de Formosa para confirmacién del diagnéstico e inicio del
tratamiento.

Antecedentes: En el afio 2005 sufrié un accidente en el cual un rollizo de quebracho se
cayo sobre su pie derecho y le ocasion6 heridas graves, que motivaron la amputacion
de la primera falange del cuarto dedo de ese pie. A partir de este episodio comenzaron
a aparecer las lesiones que presentaba en el momento de la internacion y en los
ultimos meses se produjeron Ulceras y vegetaciones en el pie contra-lateral. Después
del accidente, al aparecer heridas infectadas y zonas de necrosis, ademas de la
amputacion, se le efectuaron limpieza quirargica de la herida y tratamiento con
ciprofloxacina y clindamicina. Pese a estas medidas presentd un linfedema progresivo
de la pierna derecha. El paciente no refiri6 episodios febriles, ni astenia, ni pérdida de

peso.
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Examen fisico: Paciente en buen estado general, decubito activo indiferente, afebril,

estatura 1,70 m, peso 79 kg contextura fisica atlética. Temperatura axilar 36,7 °C,

frecuencia cardiaca 56 por minuto, tensién arterial 145/80 mm Hg y frecuencia
respiratoria 16 por minuto.

En el pie derecho se observaron lesiones Ulcero-vegetantes de aspecto
verrugoso que abarcaban la planta, los bordes laterales y el talon y ascendian hasta el
tobillo del mismo lado. En la pierna homolateral present6 edema frio e indoloro, desde
el dorso del pie hasta la rodilla, con aspecto elefantidsico. En el pie izq. se observaron
lesiones similares, pero mas pequefias y menos numerosas que abarcaban la planta y
los bordes laterales (Figuras 1y 2).

No se palparon adenomegalias en la vecindad, ni en otros territorios y el resto
del examen fisico no arrojé otros datos positivos.

Se formularon algunos diagnosticos presuntivos y se propuso el siguiente plan
de estudios: examenes de laboratorio de rutina, radiografia de térax, ecografia

abdominal, tomografia de miembros inferiores, radiografias de pies.

Figura 1. Lesion dlcero-vegetanta de aspecto verrugoso en ol Figura 2. Linfedema de la plema.
ple deracho.

Resultados de los examenes de laboratorio de rutina:

Eritrosedimentacién: 10 mm en la primera hora,

Hematocrito: 44,6%,

Hemoglobina: 14,9 g%

Leucocitos: 7.500/ul

(Neutrofilos 59%, eosindfilos 7%, basofilos 1%, linfocitos 26% y monocitos 7%)
Hepatograma, uremia, glucemia, creatininemia y uricemia dentro de los limites
normales.

Sodio 144 meg/l y potasio 4,5 meq/l.
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Serologia para enfermedad de Chagas — Mazza: hemaglutinacion y ELISA reactivas
Prueba de VDRL reactiva 2 diluciones (2dils).
Serologia de VIH 1/2 no reactiva.
Recuentos de células CD4-positivas: 736/ul (36%) y CD8-positivas: 389/ul (19%).
Estudios radioldgicos: Las radiografias de torax presentaron aumento del espesor del
intersticio pulmonar en ambas bases, aumento del espesor de la cisura del I6bulo
medio del pulmén derecho y aumento del tamafio de ambos hilios pulmonares (Figura
3).

Las radiografias de pie no mostraron lesiones éseas activas (Figura 4).

Figura 4. Radlografia del ple.
Figura 3. Radlografia de torax.

Tomografia computarizada de los miembros inferiores. Sélo se observé edema de

partes blandas en la pierna derecha.

Ecografia abdominal. Hepatomegalia leve con escaso aumento de la ecogenicidad.

Vesicula biliar pequefa y de paredes finas, imagen compatible con un célculo
de 32 mm que casi llena por completo la luz.

Péancreas de tamafio normal, ligeramente heterogéneo.

Esplenomegalia homogénea de 120 mm de diametro e imagen calcificada de 3
mm en el polo inferior.

Riflones de aspecto normal.

Retroperitoneo: no se observaron adenomegalias.

En un estudio histopatoldgico de piel, previo a su internacién, se comprobé
hiperqueratosis, hiperacantosis, papilomatosis, eliminacion transepitelial del proceso
inflamatorio y, en la dermis, proceso inflamatorio mixto, granulomatoso y supurativo
con congestidn vascular. No se encontraron microorganismos.

Se le efectuaron tres biopsias de las lesiones cutaneas, pruebas cutaneas y

seroldgicas que permitieron aclarar el diagndstico e instituir un tratamiento adecuado.
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a. Examen micoldgico de biopsia cutanea remitida en solucion salina estéril, cuyo
examen microscopico directo mostré elementos esféricos, hialinos de 15 a 20 ym de
diametro, con pared celular refringente, de doble contorno y varios blastoconidios que
rodeaban a la célula madre. Los cultivos en medio de agar-glucosado de Sabouraud,
lactrimel de Borelli y agar-infusion de cerebro y corazon con antibiéticos, incubados a
28 °C y 37 °C no presentaron el desarrollo de hongos.
Examen microbioldgico de la misma muestra clinica, la coloracién de Ziehl-Neelsen no
presentd bacilos acido-alcohol resistente y los cultivos en medios de Loéwenstein-
Jensen, previa homogeneizacion, no exhibieron el desarrollo de micobacterias a los 60
dias de incubacién a 30 °C y 37 °C.

c. Examen histopatoldgico de una biopsia cutanea fijada en formol al 10% en solucion
salina a pH 7,4 present6 granulomas epitelioides con areas de supuracién en la dermis
papilar y profunda, hiperqueratosis, hiperacantosis y eliminacion transepitelial del
proceso inflamatorio. En la coloracién de Grocott, dentro de las células gigantes, se
observaron elementos esféricos, multibrotantes, Grocott-positivos, de dimensiones que
oscilaron entre los 8 um y los 25 um.

d. Examenes microbioldgicos y citolégicos de lavado broncoalveolar, no presentaron
hallazgos patoldgicos.

e. Se realizaron pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada con PPD 2 UT,
paracoccidioidina (antigeno de Fava Netto) e histoplasmina, que arrojaron resultados
negativos.

f. Se realizaron pruebas de inmunodifusién en gel de agar con paracoccidioidina e
histoplasmina. La inmunodifusion con paracoccidioidina resulté positiva con titulo 1/8 y
la contra-inmunoelectroforesis con inmunodifusion secundaria fue positiva con la
presencia de tres bandas anddicas y cuatro catédicas. Las pruebas con histoplasmina

fueron negativas.
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Exam astado Anea Figura 6. Coloracion de Glemsa de la blopsla que muestra
g?ag&o elene\:n?tlus edmé;sﬁuglebflgtghﬁifolg una célula madre con tres blastoconidios x1.000.
Preguntas:

1. ¢Cuales son las posibles causas de las lesiones verrugosas de los miembros

inferiores?
Marque con una cruz la o las posibles causas de dar este tipo de lesiones:

Tuberculosis cutanea verrugosa
Piodermitis vegetante

Sifilis terciaria

Criptococosis meningea
Leishmaniosis cutanea verrugosa
Cromoblastomicosis
Esporotricosis

Canceres cutaneos

2. La presencia de eosindfilos con que patologias puede corresponderse, nombre tres,
y los valores que pueden observarse en ellas.

3. ¢Qué importancia puede haber tenido el traumatismo grave que sufri el paciente
dos afios antes de la enfermedades actual?

4. De acuerdo a los resultados de los estudios realizados, indique cudl es la patologia
gue compromete la salud del paciente.

5. Describa brevemente las caracteristicas que crea mas sobresaliente de este
microorganismo.

6. Indique la epidemiologia de este microorganismo.
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CASO CLINICO PROBLEMA N°2
Datos del paciente: Paciente B. R. O., 75 afios, sexo masculino. Reside en Villa
Mercedes, Provincia de San Luis. En casa de buena construccién con sanitarios
completos. Trabajé muchos afios como rematador de ganado y ahora esta retirado.
Tiene un buen nivel socio-econdémico y cultural.
Antecedentes patoldgicos previos: En 1962 tuvo una ulcera gastrica sangrante por la
cual fue sometido a una intervencion quirargica, gastrectomia subtotal (Bilroth II), esto
condiciond un déficit crénico de la absorcidn del hierro y una gastritis biliar crénica,
con Ulcera de la neo-boca.

Se le planted una nueva intervencion quirargica que fue rechazada por el
paciente. Debe recibir constantemente aporte exdgeno de hierro para suplir el déficit.

En 1972, presentd un cuadro respiratorio, con infiltrados radiolégicos
pulmonares, que se acompafaron de artralgias en las grandes articulaciones, fiebre y
eosinofilia sanguinea. Fue diagnosticado como sindrome de Loeffler. Recibid
corticosteroides y el cuadro clinico remitio.

En 1973, consulté por granulomas cutaneos, de aspecto vegetante, en la zona
dorsal del dedo medio de la mano derecha. Se le efectu6 una biopsia cutanea cuyo
estudio histopatolégico acusé un granuloma epitelioide con células gigantes en el cual
se comprobd la presencia de un hongo dimorfo. Este diagnéstico fue confirmado mas
tarde por las pruebas serolégicas especificas. Durante 1973 y 1974, recibié dos series
de anfotericina B de aproximadamente 1000 mg en total y mas tarde fue tratado con
ketoconazol 400 mg/dia, durante seis meses. La lesion cutdnea desaparecié y su
estado general de salud era excelente.

En 1994 tuvo convulsiones toénico-clénicas generalizadas, que respondieron al
tratamiento con fenobarbital y fenitoina. La tomografia axial computadorizada (TAC) y
resonancia nuclear magnética (RNM) de cerebro mostraron pequefias anomalias,
tanto en la sustancia gris como en la blanca, a las cuales los neurdlogos le dieron
escasa importancia.

En 2003 present6 un episodio bronconeumaonico con fiebre, dolor torécico,
sudoracion profusa y tos con escasa expectoracion. Durante el mismo tuvo elevacion
de la concentracion de la fosfatasa alcalina (345 U/l) y de la eritrosedimentacion (58
mm en la primera hora). Fue tratado con ceftriaxona y se produjo la remision del
cuadro clinico.

Enfermedad actual: Consulté por una osteoartritis de la rodilla izquierda de tres afios
de evolucion, dolia espontaneamente, tenia impotencia funcional y el dolor aumentaba

con el movimiento, el apoyo y la palpacion. La rodilla estaba tumefacta, fluctuante, con
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choque rotuliano positivo, pero sin aumento de la temperatura local y sin eritema
cutaneo.

Rx de rodilla: no visualizé lesiones Oseas.

RNM mostré una lesion destructiva del condilo interno del fémur. Signos de
artrosis, con osteofitos en los coéndilos femorales y platillos tibiales. Imagenes
hipodensas en los cartilagos de los meniscos interno y anterior y menisco interno de
pequefio tamafo. Se observo abundante liquido intraarticular, con zonas tabicadas,
compatible con artritis purulenta.

La ecografia abdominal mostr6 una esplenomegalia homogénea de 13 cm. La
radiografia de térax no presentd alteraciones Gseas, ni modificaciones de la silueta
cardiaca, ni lesiones pleuro-pulmonares activas, se comprobd un enfisema pulmonar
difuso. La puncion articular obtuvo un liquido purulento cuyo examen microscopico no
permiti6 observar ningdn microorganismo. Los examenes complementarios de
laboratorio acusaron los siguientes resultados:

* Hemograma: hematies 3.300.000 mm3, hematocrito 30%, hemoglobina 9,40 g%,
glébulos blancos 6.100 mm3, neutrdfilos en cayado 1%, neutréfilos segmentados 63%,
eosinofilos 13%, basofilos 0%, linfocitos 22%, monocitos 1%, células plasméticas 0%.
Eritrosedimentacibn 4 mm en la primera hora, glucosa 92 mg%, urea 23 mg%,
colesterol 159 mg%, colesterol HDL 32 m%, colesterol LDL 103 mg%, acido Urico 3,8
mg%, triglicéridos 82 mg%. Hepatograma: bilirrubina total 0.64 mg%, bilirrubina directa
0,20 mg%, bilirrubina indirecta 0,44 mg %, GPT 20 U/l, GOT 22 U/l, fosfatasa alcalina
218 U/, proteinas totales 6,50g/dl.

 Orina: color amarillo claro, aspecto ligeramente turbio, sedimento regular cantidad,
densidad 1020, examen quimico: pH 5,20, reaccidon acida, proteinas totales no
contiene, glucosa no contiene, cuerpos cetonicos no contiene, urobilinbgeno no
contiene, pigmentos biliares no contiene, hemoglobina no contiene, sedimento: células
planas escasa cantidad, células redondas no se observan, leucocitos 15 a 20 por
campo, piocitos regular cantidad, pus: escasa cantidad. El urocultivo no presento
desarrollo de colonias bacterianas.

La ecografia prostatica demostré aumento heterogéneo de la glandula.

El examen neuroldgico fue normal, pero el electroencefalograma mostré una
disritmia cerebral.

Electrocardiograma: ritmo sinusal con bradicardia, tension arterial 130/80.

El liquido articular fue sembrado en medios de agar-glucosado de Sabouraud y

agar infusion de cerebro y corazén con antibioticos, la incubacion se efectu6 a 28 °C y
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37 °C, durante tres semanas y el examen microscopico presentd el aspecto que se
expone en la figura 1.

Ademas se llevaron a cabo pruebas serologicas especificas, examen micolégico de

orina y una RNM del encéfalo.

Figura 1
Preguntas:
1. ¢ Cudl es la infeccion que aqueja al paciente?
2. ¢Describa las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de la colonia que
crece en el medio de cultivo?
3. ¢ Qué relacidn tiene este episodio con el que tuvo hace 30 afios?
4. ¢ Nombre el microorganismo que aqueja al paciente y la distribucion geogréfica de la
afecciéon?

5. Explique las distintas formas de este hongo, y su relacién con la patogenia.

PROBLEMA CLINICO N° 3

Antecedente personales: Paciente S.A., sexo masculino, 43 afios de edad. Naci6 en la
provincia de Jujuy (norte de Argentina, limite con Bolivia), vive actualmente en
Avellaneda (sur del gran Buenos Aires). Acudié a consultas del Hospital Francisco
Javier Mufiiz por tos, expectoracion mucopurulenta, disfonia y odinofagia en agosto de
2008. Hace 20 afios tuvo tuberculosis pulmonar con afectacion de las vértebras
dorsales (mal de Pott). Hizo tratamiento anti-tuberculoso completo y sélo quedaron
como secuelas una cifoescoliosis dorsal y fibrosis pulmonar. Toma alcohol y es
fumador.

Enfermedad actual: Refiri6 tos, catarro, disfonia y odinofagia de tres meses de
evolucion, acompafiada de pérdida de 5 kg de peso.

Examen fisico. Paciente adelgazado, con astenia y con manifiesta dificultad
respiratoria, tiraje y estertores traqueales. Altura 1,60 m, peso 45 kg, piel triguefa.
Tension arterial 110-70 mm Hg, frecuencia cardiaca 82 por minuto, frecuencia

respiratoria 18 por minuto, temperatura axilar 37,5 °C.
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El examen otorrinolaringoldgico acusé la presencia de granulomas faringeos y
en las cuerdas vocales. El especialista solicito el examen fibroendoscépico
traqueobronquial para visualizar mejor la region subglética.

Este estudio demostré disminucion de la luz traqueal en un 30%, por
compresion extrinseca en el tercio superior y numerosos granulomas en la mucosa
traqueal. Se tomaron muestras de biopsia para histopatologia en formol al 20% y para
micologia y bacteriologia en solucién salina isoténica estéril. Después de las biopsias,
el endoscopista coloc6 una prétesis anular para permitir el libre paso del aire por la
region subglética y la trAquea. El resto del examen fisico mostré cifoescoliosis dorsal,
adenomegalias pequefias en el cuello y la ingle, hepatomegalia de dos traveses de

dedo por debajo del reborde costal y disfonia muy acentuada.

Exadmenes complementarios de laboratorio.

Eritrosedimentacion: 90mmen la 1° hora,

Eritrocitos: 4,2 x 106/ul, hematocrito: 36,3%, hemoglobina: 12,8 g/dI,

Leucocitos: 21.800/ul, neutrdfilos: 14,9%, eosindfilos: 66,7%, basofilos: 0%, linfocitos:
14,7%, monocitos: 3,7%

uremia: 37 mg/dl, uricemia: 2,2 mg/dl, glucemia: 74 mg/dl, creatininemia: 0,60 mg/dl,
bilirrubina total: 0,9 mg/dl, directa: 0,4 mg/dl, transaminasa glutamico oxalacética: 6
U/ml, transaminasa glutamico pirdvica: 12 U/ml, fosfatasa alcalina: 301 U/ml,
glutamiltranspeptidasa: 126 U/ml, proteinas totales: 7,5 g/dl, albumina 3,2 g/dl, sodio:
138 mEqg/I, potasio: 4,1 mEq/I.

Rx de térax. Infiltrados heterogéneos en ambos vértices pulmonares, mas acentuados
y densos en el izquierdo.

Tomografia lineal del mediastino. Aumento del didmetro transversal del mediastino
superior por masas heterogéneas y desviacion de la traquea.

Tomografia axial computarizada de térax. Infiltrado denso del vértice del pulmén
izquierdo, con un area central reblandecida. Infiltrados acinales pequefios y
engrosamiento de los tabiques interalveolares y disminucién del tamafio del pulmén
izquierdo con desplazamiento del mediastino.

Tomografia computarizada del cuello. El examen fue dificultado por la movilidad del
paciente. Se visualizo la colocacion de una protesis traqueal y subglotica.

Ecografia abdominal. Hepatomegalia homogénea, via biliar intrahepatica no dilatada,
vesicula biliar de tamafio y contenido normal, colédoco de calibre normal. Pancreas

dificil de observar por meteorismo. Bazo de 120 mm homogéneo. Rifiones eco
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estructura conservada. Adenomegalia del ligamento hepatoduodenal de 2 cm de
diametro isoecoica.

Tanto el examen micologico como el histopatolégico permitieron llegar a un
diagnostico de certeza. Se realizaron, ademas, estudios seroldgicos y pruebas
cutaneas.

Fue instaurado un tratamiento con wuna sola droga que mejord
considerablemente al paciente, recibiendo el alta médica del hospital.

Durante la internacién se produjo la reduccion de la leucocitosis a 12.300/ul y
de la eosinofilia al 13,4%, en tanto que la fosfatasa alcalina aumenté a 630 U/ml.
Debio6 recibir corticosteroides durante una semana para tolerar la colocacién de la

prétesis y se le administraron, ademas, dos monodosis de ivermectina.

Preguntas

1. ¢ Cudl es la patologia que aqueja al paciente, y quien la produce?

2. ¢Describa las formas en las que puede encontrarse el hongo y explique la
patogenia del mismo?

3. ¢Cbmo procesaria Ud. las muestras destinadas a los estudios microbiol6gicos?, y
gue caracteristicas van a presentar los cultivos.

4. ¢En una coloracion de una muestra clinica se puede observar el agente patdgeno,
explique?

5. Segun la clinica del paciente con que micosis se correlaciona, némbrelas. ¢Qué

pruebas cutaneas haria?

Preparacion al estado fresco de la biopsia traqueal, y coloracion del patbgeno

PROBLEMA CLINICO N° 4
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Antecedentes Personales: Paciente L.P.A., sexo masculino, 31 afos de edad, reside
en San Antonio de Areco, Provincia de Buenos Aires. Trabajé como albaiiil. Adicto a
cocaina, heterosexual promiscuo. Conocia su condiciéon de VIH-seropositivo desde
1998, solo realizé tratamiento antirretroviral durante 2 afios con AZT, 3 TC. En el
momento de la consulta no recibia tratamiento antirretroviral. Sufrié un herpes zoster
intercostal izquierdo tres meses antes de la consulta.
Enfermedad actual: La enfermedad actual habia iniciado 40 dias antes con fiebre
persistente, tos productiva, pérdida de peso no cuantificada, astenia y deterioro del
estado general. Fue internado en el Hospital Carrillo del cual fue dado de alta a los
pocos dias, sin diagndstico y con leve mejoria.

En el momento de su admisién en el Hospital Francisco Javier Mufiz se
comprob6é que el paciente estaba adelgazado, asténico, con palidez de piel y
mucosas, refirié cefalea persistente, orientado en tiempo y espacio, colaborador, febril
(temperatura axilar 38,5 °C), sin signos meningeos ni de foco neurolégico. Se
observaron secuelas hiperpigmentadas del herpes zoster, una adenopatia
supraclavicular izquierda, de 2 x 3 cm de didmetro, de consistencia firme, no adherida
a los planos superficiales, adherida a los planos profundos, sin periadenitis, poco
dolorosa a la palpacion y hepatosplenomegalia moderada.

La semiologia cardiaca y respiratoria no acuso signos de interés. La frecuencia
cardiaca era de 96 por minuto, la respiratoria de 17 por minuto y la tension arterial de
120-80 mm Hg.

Radiografia de térax: imagen nodular en campo medio del pulmoén derecho, de 3 a 4
cm de diametro, rodeada por un halo con aspecto de vidrio esmerilado.

Examenes complementarios de laboratorio:

Eritrosedimentacion 71mmen la primera hora,

hematies 3.3 x 106/ul, leucocitos 3.900/ul (neutréfilos 46%, linfocitos 39%,monocitos
7%, eosindfilos 8%, B 0%), hemoglobina 10,5 g%, hematocrito 30,3%, plaquetas
179.000/pl, glucemia 85 mg/dl, uremia 35 mg/dl, creatininemia 0,86 mg/dI,
colesterolemia 117 mg/dl, &cido urico 2,4 mg/dl, sodio 135 meq/l, potasio 4,2 meq/l.
Proteinas totales 7,1 g%, albumina 3,6 g%, lactico deshidrogenasa 475 U/ml.

Pruebas seroldgicas: HBc Ac positivo, HBs Ag negativo, HCV no reactivo, VDRL no
reactivo, serologia para tripanosomiasis americana (Chagas) no reactiva, serologia
para toxoplasmosis IgG positiva e IgM negativa.

Ecografia abdominal: Hepatomegalia homogénea, esplenomegalia de 125 mm,
heterogénea con imagenes hipoecoicas, la mayor de 20 mm, el resto de los érganos

sin alteraciones.
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Se efectud una puncién lumbar y el examen del L.C.R. presentd 30 células/ul
(80 neutrdfilos 20% linfocitos), proteinas 241 mg/dl y glucosa 21 mg/dl. Se realizo la
técnica de Burri cuya observacion se muestra en la figura B.

Se le efectuaron hemocultivos para hongos por el método de lisis-
centrifugacion, en el cultivo se observo el crecimiento de una colonia cremosa.
Preguntas:

1. ¢Qué tipo de infeccidn tiene el paciente, y que microorganismo podria estar
produciéndola?

2. Describa las caracteristicas microscopicas de patégeno, y su crecimiento en
medios de cultivos

Indigue que poblacién es mas susceptible de infectarse.

El paciente una vez infectado ¢la infeccién se puede diseminar, y a que

6rganos? Explique la patogenia de hongo.

5. ¢Para qué sirve y que observa con la técnica de Burri?

Figura 1: Hemocultivo por lisis-centrifugacion donde se

PROBLEMA CLINICO N° 5

La paciente A. B. acude al servicio de otorrinolaringologia del hospital por
presentar lesiones en lengua. La paciente tiene 65 afios de edad, es oriunda de la
Provincia de Buenos Aires.

Entre los antecedentes generales refiere que hace aproximadamente 6 meses
fue intervenida quirdrgicamente y estuvo hospitalizada durante 8 dias. En ese
momento le indicaron terapia antibidtica por 13 dias.
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Al examen clinico bucal, se observé placa eritematosa de bordes difusos,

superficie despapilada, ligeramente engrosada, localizada en el dorso de lengua de
aproximadamente 3 x 4 cm. También se aprecia placa blanca (FOTO 1).

Refiere sentir ardor lingual desde hace dos semanas. Ademas se evidencia que
la paciente es edéntula total superior e inferior, en la mucosa de paladar se observa
placa eritematosa difusa con unos puntos rojizos mas acentuados. En la mucosa de

reborde superior derecho presenta zona eritematosa. (FOTO2).

La paciente es portadora de protesis removibles total superior e inferior las
cuales usa desde hace un afio, las mismas se encuentran en buen estado, no las usa
para dormir y realiza control de higiene adecuado.

Se indica toma de muestra por raspado para cultivo de la mucosa de lengua,
mucosa de paladar y de las protesis. Las mismas fueron sembradas en medio de
Agar-Sabouraud por 48 horas. Se obtuvo resultado en el cultivo de las muestras de
lengua y paladar, en protesis fue negativo para hongos.

El tratamiento consistié en la administracién tépica de Nistatina 6vulos, 3 veces

al dia por dos semanas, dejando disolver el 6vulo en la boca.
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A las dos semanas se realiz6 control clinico, donde se observé ligera mejoria

de la lesién con disminucion de eritema en lengua y paladar y de la sintomatologia.
(FOTO 3).

A la tercera semana se hace control donde se evidencia disminucién del

eritema de lengua y paladar, no presentando ya el ardor lingual.

A la cuarta semana se observé notable mejoria de ambas lesiones.

(FOTO 4).

".,

Preguntas

1. Indique cual es la patologia del paciente, y el hongo que la causa.

2. Describa al menos tres sitios donde presenta este hongo la patologia citada e
indique las manifestaciones clinicas observadas en el lugar de la toma de la
muestra.

3. Nombre especies del género del hongo causante de este tipo de patologias.
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4. Indique los factores que pueden predisponer a la aparicion de esta
enfermedad. En el caso clinico leido cual fue el factor predisponente?
5. En qué medio de cultivo se debe sembrar este patdégeno, e indique y explique
métodos de diferenciacion de especies.
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