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El conocimiento de los hongos se rernonta a la prehistoria. Estos orgamsmos
han acompanade al hombre, sea como fuente de alimento o ligado a rituales magi-
co-religiosos. Tal es el caso de los hongos pertenecientes a los géneros Chilocybe,
Panaeolus, Psilocybe y 5tropharia. A algunos de éstos se les conocio en la América
prehispdnica como “carne de los dioses”. No obstante, la micologia medica data del
siglo xx con los estudios de Langenbeck sobre candidosis, de Mahon en relacion
cop la tifa alopécica y de Gruby sobre el favus (autor que en 1841 describiria, antes
que Roberto Koch, los hechos que se requiere demostrar para que un microorga-
nismo sea considerado agenie de una enfermedad}. Mas adelante, Sabouraud se
encargaria. con la publicacion de su libro Les Teignes, de iniciar el estudio cientifico
y sistemdtico de los honges patogenos. Habria que comentar aqui que algunas en-
fermedades producidas por bacterias. como los actinomicetos v algunos vegetales,
se estudian cldsicamente dentro de la micosis.

La comprensién de las micosis requiere del conocimiento profundo del para-
sito v del hospederu. Estas relaciones pardsito-hospedero constituyen la esencia del
estudio de las micosis, asi como de todas las enfermedades de origen infeccioso:
su esiudio se apova en los datos proporcionados por los laboratorios.

Escribir un libro sobre procedimientos de laboratorio para confirmar la etiolo-
gia micética de un padecimiento no es tarea facil. Los autores de este tipo de textos
han de igualar o superar ciertos libros cldsicos, como el Precis de Microscople de
Maurice Langeron (Masson et Cie, Paris, 1949}, quien ademds de haber sido un
gran micologo fue el profesor de Antonio Genzalez Ochoa, fundador de la micologia
médica en México.

Esta tarea ha sido ampliamente lograda por Rubén Lopez Martinez, Luis Javier
Méndez Tovar, Francisca Hernandez v Rosio Castandn Olivares, lideres de la mico-
logia nacional desde el Laboratorie de Micologia Médica de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional Auténoma de México. Al leer el contenido de su libro,
llama la atencion la claridad v la mesura con que se describen las diferentes técni-
cas, la morfologia y la fisiologia de los hongos productores de infecciones superficia-
les, subcutdneas, sistémicas y por oportunismo, asi como las llamadas seudomicosis
superficiales y profundas. Es un abordaje novedoso escrito con sabiduria.

Los médicos, pero especialmente los laboratoeristas que no trabajan en un la-
boratorio especializado en micologia agradecerdn el amplio capitulo que se refiere a
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los hongos contaminantes mds comunes en el laboratorio, ya que el desconocimien-
to de estas especies y su confusion con agentes patégenos crea errores en ocasiones
de gran trascendencia en los cuales va de por medio la vida de un individuo. Otro
gran acierto del libro es ocuparse de manera amplia, casi como un “recetario de
cocina”, de la descripcién de las diferentes técnicas de laboratorio, asf como de las
medidas de proteccién necesarias en el manejo de muestras biolégicas y cultivos,
cuando se sospechan infecciones como la producida por Coccidioides immuitis.

Ya hacia falta un libro en lengua espafiola como el que nos presentan Lé-
pez, Méndez, Herndndez y Castafién. Estoy seguro de que este texto llegard con el
tiempo a ser uno de nuestros “cldsicos™ en la literatura referente al laboratorio de
enfermedades infecciosas.

ErnesTo MacoTeELA-Ruiz



Prefacio a la tercera edicion

Esta tercera edicion, corregida y aumentada, ofrece a los estudiantes y profe-
sionistas dedicados al quehacer de las ciencias biomédicas un importante instru-
mento para desempenar eficientemente las tareas de diagnédstico de laboratorio de
las micosis. Después de haberse agotado la segunda edicién de este libro, conside-
ramos que sigue habiendo una demanda por conocer y actualizar esta disciplina
micolégica.

En la presente edicion se ha revisado y actualizado cada capitulo, adecudndolo
en todos los aspectos a los conocimientos de hoy dia. Esta actualizacién ha obligado
a realizar cambios sustanciales en diferentes puntos:

a) En la taxonomia se han recomendado géneros y especies de hongos que
estaban mal ubicados.

b) En la nomenclatura se han denominado correctamente ciertas micosis
como la lacaziosis, en lugar de la lobomicosis.

c) Respecto a la naturaleza fiingica de algunos organismos, muchos de ellos
se han incorporado al reino fungi, como los Microsporidia, de los cuales
existen aproximadamente 160 géneros, siendo el Encephalitozoon uno de
ellos con poder patdgeno para mamiferos.

d) También se han sustituido mdis de 30 imdgenes; unas eran esquemas y
actualmente se cuenta con fotografias de buena calidad e ilustrativas; otras
ya eran fotografias, pero no tenian la calidad suficiente o las estructuras no
eran del todo claras.

En cuanto a las técnicas de laboratorio para el diagnostico de las micosis, se
han eliminado algunas que ya son obsoletas, por una parte, por lo dificil o imposible
de adquirir los componentes de las formulas y, por otra parte, por la dificultad de
realizarse y porque no existen normas de estandarizacion en cuanto a sus procedi-
mientos y resultados. Por otra pare, se proponen nuevas técnicas de diagnéstico,
muchas de las cuales son de procedencia comercial, siendo en ocasiones mais acce-
sibles y econémicas aun para los laboratorios clinicos con equipamientos y recursos
econdmicos limitados.

Por su reconocida experiencia y por la trascendencia actual del tema, en esta
ocasién se invitd a la doctora Patricia Manzano Gayosso a escribir el capitulo 11:
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“Pruebas de sensibilidad antifingica”, asi como la seccién denominada “Feohifomi-
cosis”, que pertenece al capitulo 6: “Micosis oportunistas.”

Se ha agregado un nuevo capitulo sobre técnicas de diagnéstico molecular,
considerando que en la actualidad es imprescindible tener recursos de biologia mo-
lecular para establecer diagnésticos mds rapido y con mayor especificidad y sensibi-
lidad. Por tanto, se recomienda la adquisicién, hasta donde sea posible, de equipo y
materiales indispensables para aprovechar estos recursos.

Por lo anterior, nos sentimos complacidos al haber aportado en esta tercera
edicién los recursos de diagnéstico de laboratorio mds actualizados y factibles de
realizar, con el propésito de colaborar con el médico tratante en el mejor manejo
clinico de los pacientes con micosis. Esta obra va dirigida a los estudiantes de Me-
dicina, Quimica y Biologia para que cuenten con el acervo de conocimientos y las
destrezas necesarias para cumplir satisfactoriamente con su curriculo escolar.

Los AUTORES
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CARACTERISTICAS DE LOS HONGOS

Los hongos son organismos muy abundantes y
ubicuos en la naturaleza; actualmente se encuentran
registradas 72 000 especies, pero se calcula que exis-
ten 1500000. Tienen una gran diversidad de formas y
tamanos v pueden vivir en los sustratos y condiciones
ambientales mds variados; aprovechan los elementos
nutritivos muy simples y forman parte elemental de
la vida del hombre y de otros organismos.

Los hongos son heterdtrofos, se alimentan por ab-
sorcion, estdn formados por células eucariotas y pue-
den ser uninucleados o multinucleados; el conjunto
de las hifas, el cual forma el micelio, puede ser homo-
tilico o heterotdlico, dicaridtico y rara vez diploide.
La pared celular estd constituida por polisacaridos del
tipo de la quitina v también se encuentran mananas,
glucanas y celulosa. El principal componente lipidico
de la membrana celular es el ergosterol, compuesto
cuya sintesis se ve afectada por los antimicdticos azé-
licos. Los hongos sintetizan lisina por la via del dcido
L-aminelipidico. Son aerobios y la reproduccion la
efectian ya sea por un mecanismo sexual (teleormor-
fismo) o por uno asexual (anamorfismo}, Los hongos
unicelulares estan representados por las levaduras y
los multicelulares por los hongos filamentosos.

TaxonoMia

A partir de la década de 1990, basados en 13
combinacién de técnicas de biologia molecular,

Generalidades

morfologia, inmunologia y estudios fisiolégicos,
algunos investigadores, como Kendrick, clasifican
a los organismos vivos en siete reinos: archeabac-
teria, eubacteria, chromista, protozoa, fungi, plan-
tae y animalia (cuadro 1.1).

Estas técnicas han permitido ubicar a la ma-
yoria de los organismos, con caracteristicas de

Cuadro 1.1. Clasificacidén de los seres vivos y phylum
donde se encuentran ubicados los hongos*

i

Eubacteria
Eucarionte Protozoa Plasmodiophoromycota ;

Acrasiomycota i
Myxomycota i
Dictyosteliomycota

Chromista Hypochytriomycota
Oomycota
Labyrinthulomycota |

Fungi Ascomycota %
Basidiomycota
Zygomycota

Plantae

Animalia

* Tomada a partir de lo propuesto por Kendrick, B., 2002,
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hongos, en el reino fungi; también han sido titiles
para reclasificar organismos que errdneamente
se crefa que eran hongos, por ejemplo: Phytium

insidiosum y Rhinosporidium
seeberi, que en la actualidad
se ubican en reinos diferentes;
por el contrario, las especies
de Pneumocystis, organismos
que originalmente se conside-
raron protozoarios, hoy dia se
ubican dentro de los hongos.

Los trabajos de Wakefield
y Eriksson demuestran que la
ubicacién taxondmica, basada
en homologias de 4cidos nu-
cleicos, aun es confusa, pues,
dependiendo del fragmento
secuenciado, un organismo
puede ubicarse en uno u otro
reino; asi, estos trabajos, a di-
ferencia de lo propuesto por
Kendrick, ubican a todos los
hongos patégenos en el reino
fungi (cuadro 1.2).

Los organismos del reino
fungi se dividen, segun su for-
ma de reproduccién sexual,
en cuatro phyla: Ascomycota,
Basidiomycota, Zygomycota y
Chytridiomycota. En las clasi-
ficaciones antiguas se mencio-
naba un phylum, donde se co-
locaba a los hongos a los que
no se les habia descubierto su
forma de reproduccién sexual;
esta categorfa taxondmica, lla-
mada Deuteromycota, no se
emplea actualmente, pues se
considera que con los estudios
disponibles hoy dia es posible
agrupar a todos los hongos
en alguno de los phyla antes
mencionados; en todo caso,
es mejor llamar mitospdricos
a los hongos sin reproduccién
sexual conocida y meiospdri-
cos a los hongos con reproduc-
cién sexual conocida.

Segin diversas publicacio-
nes, el nimero de hongos que
causan o han causado enfer-
medades no rebasa las 300 es-

pecies, esto es, 0.41 % de las especies conocidas.
Debido a su gran niimero y a la diversidad de ca-
racteristicas, no es posible definir de manera precisa

Cuadro 1.2. Clasificacion taxonémica de los principales agentes

produ

Dithideales

Ascomycota

Eurotiales
Hipocreales

Microascales
Onygenales

Ophiostomatales
Pneumocystidales
Saccharomycetales

Incierto

Basidiomycota Sporidiales

Incierto

Zygomycota  Entomophtorales

Basidiobolus

Mucorales

S

ctores de micosis.

Lophostomataceae
Piedraiaceae
Testudinaceae

Trichocomaceae

Hipocreceae

Microascaceae
Arthrodermataceae

Onygenaceae

Ophiostomataceae
Pneumocystidaceae
Endomyces

Saccharomycetaceae

Sporidiobolaceae

Basidiobolaceae

Incierta

Mucoraceae

‘Pyrenoch

nochaeta
Piedraia
Neotestudina

 Aspergillus (M)*

Penicillum (M)

Acremonium (M)
Cylindrocarpon (M)

Pseudallescheria
Arthroderma
Microsporum spp
Epydermophyton sp
Trichophyton spp
Malbranchea (M)
Ajellomyces
Histoplasma

Blastomyces
Coccidioides (M)

Sporothrix spp
Pneumocystis**
Geotrichum

Blastoschizomyces (M)
Candida

Cladophiatophora (M)
Exophiala (M)
Fonsecaea (M)
Madurella (M)
Paracoccidioides (M}
Phialophora (M)
Wangiella (M)

Filobasidiella

Cryptococcus spp
Malassezia spp

Trichosporon spp
Basidiobolus

Lacazia

Rhizomucor
Rhizopus
Saksenaceae

*M, mitospdrico.

**Hongos que, segln otras clasificaciones, pertenecen a otros reinos.
Tomado y modificado de Topley & Wilson's, Microbiology and microbial infections,

1998.
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a los hongos; se prefiere hablar de sus principales
caracteristicas, como son: organelos citopldsmicos,
tipo de nutricién, composicién bioquimica de la
membrana o de la pared, y, en las dltimas décadas,
los estudios de biologia molecular, que permiten
determinar la homologia que existe entre diversos
fragmentos de material nuclear.

MORFOLOGIA

La célula fingica puede ser uninucleada o mul-
tinucleada y estd rodeada por una membrana ci-
toplasmdtica bilipidica que tiene una estructura
semejante a la de otras membranas de los seres
vivos, la cual estd formada por una doble capa de
lipidos que se deslizan una sobre otra. El lipido
marcador de reino es el ergosterol; la membrana
plasmatica tiene, ademads, unidas diversas protei-
nas y azucares.

La pared celular estd compuesta por varias ca-
pas de polisacdridos ramificados, llamados de ma-
nera general quitinas, mananas y glucanas. Esta
estructura protege a los hongos de cambios am-
bientales y les da la forma caracteristica de cada
género o especie. Se ha demostrado que las ma-
nanas de algunos hongos interfieren con la fago-
citosis y, en consecuencia, se consideran entre los
factores de patogenicidad.

En el citoplasma se encuentran organelos comu-
nes a otros organismos eucariotas, como mito-
condrias, ribosomas, lisosomas, reticulo endoplds-
mico, liso o rugoso, vacuolas, microfibrillas, etc.
Existen, ademds, algunas estructuras especiales
de los hongos, como los cuerpos cisternales que
liberan microvesiculas y macrovesiculas; estas
tres Ultimas estructuras estan implicadas en la for-
macién de la pared y también en el crecimiento y
forma de los hongos.

La mayoria de los hongos son microscépicos y
la unidad anatémica fundamental es la hifa, que
en los hongos unicelulares estd representada por
la levadura, de forma redonda u oval. En cambio,
cuando son multicelulares, los hongos adoptan
generalmente la forma filamentosa; los filamentos
o hifas pueden ser cenociticos, como sucede en el
phylum Zygomycota; o bien, septados, como su-
cede en los otros phyla.

El didmetro de las hifas es de 3 a 20 um; el
crecimiento es apical y tienden a ramificarse para
formar el micelio o talo, el cual se puede observar
a simple vista en medios de cultivos para hongos

CARACTERISTICAS DE LOSHONGOS 15

o como un moho cuando los hongos se desarrollan
sobre algin material orgdnico. Segiin su forma, las
hifas pueden ser vesiculosas, nodosas, pectinadas,
en raqueta y en candelabro favico (fig. 1.1).

-
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Fig. 1.1. Tipos de hifas: o) septadas; b) cenociticas (aseptadas); c) en es-
piral; d) nodosas; €) pectinadas; f) en candelabro favico; g) en raqueta;
h) hifas unicelulares (levaduriformes); i) seudohifas; j) vesiculosas.

Segtin su funcién, el micelio se divide en vege-
tativo y reproductor. El primero estd inmerso en
el sustrato y se encarga de la absorcién de los nu-
trientes; el segundo, llamado también micelio aé-
reo, se encuentra libre y en él se desarrollan las
estructuras de reproduccién esporas, las cuales
tienen la funcién de multiplicacién y dispersién
de los hongos en la naturaleza.

RePRODUCCION

La reproduccién en el reino Eumycota puede
ser asexual o sexual; la mayorfa de investigado-
res opina que todos los hongos tienen ambos ti-
pos de reproduccién; sin embargo, 1a forma mds
conocida es la reproduccién asexual. A los hon-
gos que se les conoce la forma sexual, de manera
general se les denomina meiospdricos (realizan
meiosis), mientras que aquellos de los que se co-
noce s6lo su reproduccién asexual se denominan
mitosporicos. '
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Las estructuras de reproduccién fiingica se de-
nominan esporas, las cuales pueden originarse
por un proceso de recombinacién sexual que, de
acuerdo con el phylum y la forma de la estructura
que les da origen, son de tres tipos: 1. ascosporas
(Ascomycota); 2. basidiosporas (Basidiomycota) y
3. cigosporas (Zygomycota) (fig. 1.2). Existen tam-
bién esporas de tipo asexual las cuales se dividen
en tres grandes grupos: a) taloconidios, cuando se
originan por modificacién del material de las hi-
fas preexistentes; b) blastoconidios, cuando todo
el material de la estructura de reproduccién es de
neoformacién, y ¢) esporangiosporas, ya que son
estructuras de reproduccién asexual originadas en
cuerpos globosos de hongos de los Zygomycota
llamados esporangios.

T b N
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Fig. 1.2. Tipos de esporas sexuales: @) zigosporas; b) oosporas; ¢ ascos-
poras; d) basidiosporas.

Las ascosporas estdn contenidas en estructuras
cerradas llamadas ascas y éstas emergen en mu-
chas ocasiones de un estroma que forma el cuerpo
de fructificacién, llamado ascocarpo, el cual, de-
pendiendo de su forma, puede ser apotecio, peri-
tecio, cleistotecio, gimnotecio o seudotecio. En un
grupo de hongos de este phylum, las ascas estin

libres (sin cuerpo de fructificacién); los hongos
son conocidos como hemiascomycetos.

Las basidiosporas emergen de los esterigmas
que estdn sobre los basidios y éstos generalmente
también estdn contenidos en un cuerpo fructifero
llamado basidiocarpo (fig. 1.3). Entre los pocos
hongos invasivos que producen estas estructuras
tenemos al género Filobasidiella, que es la forma
de reproduccién sexual de Cryptococcus spp.

Apotecio

Basidios y
basidiosporas

Fig. 1.3. Cuerpos fructiferos de esporas sexuales: a) ascocarpos; b) ba-

. sidiocarpos.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

En los hongos mitospdricos sélo se observa
el tipo de reproduccién asexual. Los conidios, se-
gtin su forma o bien el tipo de célula conidiégena
de donde proceden, son denominados artroconi-
dios, dictioconidios, blastoconidios, clamidoco-

b

a)
D £)

h)
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nidios, fialoconidios, poroconidios, aneloconidios,
etcétera (fig. 1.4).

En los procesos de conidiogénesis, los conidios tie-
nen una nomenclatura especifica y pueden ser depen-
diendo de su origen: bldsticos o tdlicos (cuadro 1.3).

Fig. 1.4. Diversos tipos de conidios: a) microconidios; b) macroconidios; ¢ artroconidios; d) clamidoconidios;
€] blastoconidios; f) dictioconidios; g) fialoconidics; k) anelaconidios; i) aleurioconidios.

Cuadro 1.3. Nomenclatura y categorias de los conidios y de las células conidiégenas.

Posicion del
Participacion de  conidio en relacion
la pared celular con la célula
Origen del  en la formacion conididgena
conidio del conidio (PC)

Intercalar
Terminal
Holobldstico Sincrondgena
Basipeta
Acrépeta

Bldstico

Terminal
Enteroblastico Basipeta
Acropeta

Holotalico Terminal
Intercalar

Télico HoloArtico Terminal

Intercalar

Enteroartico Terminal
Intercalar

Catenulado Proliferativa

Orden de ,
distribucion Desarrollo de la
del conidio con  célula conididgena
respecto d otros en la sucesion de - Tipos especmles

conidios los conidios de células
(0D) (cc) conididgenas }
Determinada E
Proliferativa
Solitario
Catenulado - Simpodial Pordgena
Botrioso - Percurrente
- Basduxica
Retrogresiva
Determinada
Proliferativa Fialidica
Solitario |
Catenulado - Percurrente Anelidica
Retrogresiva Simpodial
Solitario Determinada
|
Determinada l
Catenulado Proliferativa i
Simpodial
Solitario Determinada !,
i
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En los primeros hay un proceso de neoforma-
cién por sintesis y lisis de material, y a partir de
una porcién de la célula conidiégena hay un
agrandamiento del primordio. Posteriormente se
forma el septo que va a delimitar el nuevo conidio,
el cual se separa por un proceso de esquizdlisis.
En la formacién de los conidios télicos participa la
célula conidiégena completa, dindose un proceso
de transformacion del material. El septo se forma
antes del proceso de formacioén y la separacién del
nuevo conidio se da por rexélisis o por esquizéli-
sis (fig. 1.5).

Primordio

T AL e

R R QY 4

t
|
i

Fig. 1.5. Tipos de conidios segtn su origen: o) conidio blastico; el septo
se forma después de iniciado el proceso de conidiogénesis; b} conidio
talico; el septo se forma antes del proceso de conidiogénesis.

Los conidios blasticos pueden ser holobldsticos
si en el proceso de formacién del conidio partici-
pan todas las capas de la pared de la célula coni-
didgena o enteroblasticos si sélo participa la capa
interna de la pared (fig. 1.6). Por tanto, los coni-
dios talicos pueden ser holotalicos, holodrtricos y
enterodrtricos; los conidios drtricos resultan de la
fragmentacién de la hifa (fig. 1.7).

Fig. 1.6. Tipos de conidios blasticos: o) conidio holoblastico; en el pro-
ceso de formacion del nuevo conidio participan las dos capas de la pa-
red de la célula conidiogena; b) conidio enteroblastico: en el proceso de
formacion del nuevo conidio participa solamente la capa interna de la
pared de la célula conidiogena.

Fig. 1.7. Tipos de conidios tdlicos: a) conidio holotélico, en el que participan las dos capas de la célula conididgena;
b) conidio enteroartrico, en el cual solamente participa la capa interna de la pared de la célula conidiogena; los frag-
mentos se separan, generalmente, por rexdlisis; ¢) conidio holoartrico, en el que participan las dos capas de la pared
de la célula conididgena y se separan por esquizdlisis.
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Tomando en cuenta la posicién del conidio
(PC) respecto a la célula conidiégena, pueden ser
de tipo: terminal, cuando el conidio se origina en
el extremo distal de una hifa; intercalar, cuando el
conidio se origina en algiin punto a lo largo de la
hifa; basipeta si el conidio mds joven se localiza en
la base de una cadena de conidios; acrdpeta, cuan-
do el conidio mds joven se localiza en el extremo
distal de una cadena de conidios, y sincronégena,
cuando varios conidios se desarrollan al mismo
tiempo a partir de la célula conidiégena (fig. 1.8).

Segun el orden de distribucién (OD) del conidio
en relacién con otros conidios puede ser: solitario,
cuando se origina de manera aislada; catenulado
o0 en cadena, cuando los conidios estdn colocados
y unidos uno después de otro, y botrioso, cuan-
do se originan varios conidios al mismo tiempo a
partir de la misma célula conidiégena en diferen-
tes puntos (fig. 1.9).

Segun las modificaciones de tamafo que su-
fre la célula conidiégena (CC) en el proceso de
la conidiogénesis, ésta puede ser: determinada,
cuando el tamarfio de la célula conidiégena no se
modifica, y proliferativa, cuando, después de ha-
ber producido un conidio, la célula conidiégena

El conidio El conidio
mads joven /._\, 3 mds joven
(4) estd en 4 (1) estden
la base S el extremo

/ \'. libre

|' Iln

\ )

e) o
%
o A

|
I . S .

Los conidios se forman en distintas partes a la vez

Fig. 1.8. Clasificacion de los conidios en relacién con la célula coni-
diégena: a) terminal; b) intercalar; ¢ basipeta; d) acropeta; €) sincro-
nogena.

Fig. 1.9. Clasificacion de los conidios de acuerdo con su disposicidn con
respecto a otros conidios: o) solitario; b) catenulade; ¢) botrioso.
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sufre un alargamiento antes de originar un nuevo
conidio. Este proceso puede ser de tipo simpodial,
percurrente o basduxico; y retrogresivo, cuando la
célula conidiégena sufre una disminucién de ta-
maiio después de la produccién de cada conidio
(fig. 1.10).

Las células conidiégenas pueden tener ciertas
caracteristicas especiales de tipo morfolégico y
pueden ser: pordgenas, cuando el punto de ori-
gen del nuevo conidio es muy estrecho en com-
paracion con el didmetro del conidio, dejando un
orificio en el sitio de salida del conidio; fialidicas,

b) 4

Fig. 1.10. Clasificacion de las células conididgenas de acuerdo con la
modificacion de tamano o de forma que sufren durante la conidiogé-
nesis: o) determinada; b) proliferativa: (b.1) simpodial; (6.2) basauxica;
(b.3) percurrente; ¢ retrogresiva.

cuando la célula conididgena presenta una for-
ma de florero o botella y en su extremo distal se
puede observar una estructura llamada collarete;
anelidicas, cuando la célula conididégena tiene
forma tubular y en su extremo distal se observa
la formacién de una cicatriz en forma de anillo
después de la produccion de cada conidio, y sim-
podiales, cuando son el resultado del crecimien-
to continuo de la célula conidiégena después
de producir cada conidio. Este proceso da lugar
a una célula de forma y tamano irregular (fig.
1.11).

R
| |
\ |' |
a) \
s—— Fialoconidio
F)
<4
B) = G
AN \
|f i : |
! \ /
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& "\ Aneloconidio
C N\ A L = -
A A} 2\ XA B Andides
| | 1 \ i T, =~ §
| } { | |
— L_ 3 | - R s B
Simpoduloconidio
Simpodio
d) 8

Fig. 1.11. Tipos especiales de células conidiogenas: o) pordgenas;
b) fialidicas; ¢) anelidicas; d) simpodiales.
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La mayoria de los conidios se forman de mane-
ra aislada directamente de la hifa, pero también a
partir de un conidiéforo, que es una estructura ge-
neralmente alargada que se forma por la transfor-
macion de la hifa y en cuyo extremo se producen
los conidios.

En otras ocasiones, los conidios se forman a
partir de estructuras muy complejas y ornamen-
tadas, como en el caso de Aspergillus, Penicillium
o Fonsecaea, dando lugar a los llamados aparatos
conidiales (fig. 1.12). Finalmente los conidios pue-
den estar contenidos en unas estructuras llamadas
cuerpos fructiferos, como son los picnidios, acér-
vulos, esporodoquios o sinemas (fig. 1.13),

Fig. 1.12. Algunos tipos de aparatos conidiales mas comunes: a) Verti-
cillium; b) Aspergillus; ¢ Penicillium; d) Cladosporium.

Conidio

Conidio

Conidio

Conidio

Conididforo

Fig. 1.13. Cuerpos fructiferos de conidios (asexuales): a) picnidio;
b) acérvulo; ¢} esporodoquio; d) sinema.
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CoMPORTAMIENTO FISIOLOGICO

Aun cuando los hongos pueden subsistir en ran-
gos de pH muy amplios, la mayoria vive en medios
ligeramente dcidos, entre 6.0 y 6.5. La temperatura
mds adecuada para su desarrollo es de 20 a 25°C
(mesdfilos); sin embargo, algunos se conservan
viables a temperaturas de congelacién (psicrofi-
los); finalmente, aquellos que resisten hasta 55°C
se llaman termdfilos. La mayor parte de los hon-
g0s necesitan oxigeno para vivir, aunque algunos
se desarrollan en tensiones altas de CO,. La hu-
medad relativa alta también es importante para su
desarrollo y fructificacidn; sin embargo, algunos
conidios se conservan viables a la desecacidn.

La humedad relativa de 60 a 80 % favorece el
desarrollo de la mayoria de los hongos filamento-
sos. Los hongos no tienen grandes exigencias nutri-
cias, pues ademds de poseer enzimas constitutivas
presentes en otros eucariontes que forman parte
de los ciclos biolégicos como el de Krebs o ciclo de
las pentosas, tienen la capacidad de sintetizar
gran numero de enzimas inducidas, las cuales les
permiten aprovechar gran cantidad de sustratos
y pueden degradar la mayoria de los azicares
y almidones, asi como los aminodcidos maés co-
munes y algunos compuestos lipidicos. Las vita-
minas y minerales pueden ser aprovechados por
algunas especies particulares de hongos, pero son
muy pocos los que tienen requerimientos estrictos
de nutricién y de vitaminas.

Muchos hongos cambian su morfologia y su
comportamiento fisiolégico cuando varian los fac-
tores nutriciales. Entre estos cambios se encuen-
tran los fenémenos de pleomorfismo, dimorfismo,
complicacion morfoldgica y reduccién morfolégi-
ca parasitaria.

CLASIFICACION CLINICA DE LA MICOSIS

Todas las micosis, en principio, requieren fac-
tores que faciliten la invasién v son oportunistas;
ademas de los factores ambientales y los factores
inherentes al agente como son patogenicidad, di-
morfismo, temperatura éptima de desarrollo, etc.,
el estado inmunolégico del paciente del hospede-
ro también es determinante en la gravedad de la
infeccion.

Existen muchas formas de ordenar a las mico-
sis, debido a la facilidad de comprensién y a lo
extendido de su uso. En este libro se emplearé la
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22  CAP 1. GENERALIDADES

clasificacién propuesta por la OMS, que divide a
las micosis en: superficiales, subcutaneas, sistémi-
cas y oportunistas (cuadro 1.4).

En esta clasificacién predomina un criterio topo-
grafico; sin embargo, las micosis oportunistas aqui
incluidas pueden localizarse en cualquiera de las
regiones corporales.

Los hongos que producen las micosis super-
ficiales generalmente se adquieren por contacto
directo y tienen capacidad tnicamente para afec-
tar algunas capas de la epidermis, pelos y anexos,
pues dependen de los sustratos presentes en esos
tejidos. Los mds importantes por su frecuencia
son los dermatofitos, que pueden ser antropofi-
licos, zoofilicos o geofilicos, los cuales utilizan la
queratina de la piel y anexos para su desarrollo;
otros, como las levaduras del género Malassezia
que causan la pitiriasis versicolor, se alimentan de
los 4cidos grasos presentes en la piel.

Cuadro 1.4. Clasificacion clinica de
las micosis.

Dermatofitosis
Pitiriasis versicolor
Piedras

Tifa negra

Superficiales

Esporotricosis
Cromoblastomicosis
Eumicetoma
Basidiobolomicosis
Conidiobolomicosis
Lobomicosis

Histoplasmosis
Coccidioidomicosis
Paracoccidioidomicosis
Blastomicosis

Sistémicas

Candidiosis
~ Aspergilosis
Mucormicosis
- Criptococosis
- Feohifomicosis
Hialohifomicosis
. Neumocistosis
Seudomicosis  Eritrasma
A Queratdlisis plantar
Tricomicosis
- Dermatofilosis
~ Prototecosis
Actinomicetoma
Nocardiosis
Actinomicosis

Oporturiistas

Las micosis subcutdneas son causadas general-
mente por hongos saproéfitos ampliamente distri-
buidos en la naturaleza y son frecuentes en pai-
ses donde los campesinos realizan las actividades
agricolas sin proteccién adecuada y con escaso
desarrollo tecnoldgico.

Afectan a la piel como puerta de entrada, exten-
diéndose al tejido subcutdneo, donde pueden per-
manecer por meses 0 afios, pero también tienen
capacidad para invadir tejidos mds profundos,
como el muscular y el 6seo. Tienden a afectar los
tejidos de las regiones corporales, donde penetran
sin que se observen comunmente diseminaciones
de tipo hematdgeno o linfatico.

Las micosis sistémicas se adquieren via respira-
toria y se localizan principalmente de inicio en los
pulmones y posteriormente tienden a diseminarse
via hematdgena a diferentes sistemas, drganos y
tejidos del cuerpo; éstas suelen ser las micosis mds
graves. Los hongos que producen las micosis sis-
témicas viven libres en la naturaleza, pero estin
restringidos a regiones geogrdficas especificas,
por ejemplo, la coccidioidomicosis es frecuente
en el sur de Estados Unidos de América (EUA) y
norte de México, la histoplasmosis americana en
el este de EUA, Centroamérica y Sudamérica o la
blastomicosis que se presenta en el este de EUA y
Canada.

Existen otros padecimientos causados por algu-
nas bacterias del orden de los Actinomycetales y
diversos Corynebacterium, asi como también cier-
tas algas aclorofilicas que se estudian en micologia
médica y se denominan falsas micosis o seudomi-
cosis.

Muchos de estos organismos fueron errénea-
mente clasificados como hongos y, a pesar de que
su ubicacién taxondémica actual estd bien definida
dentro de los Eubacteriales, por tradicién siguen
ocupando un lugar entre los contenidos de la mi-
cologia médica. Tal es el caso del actinomicetoma,
la actinomicosis, la nocardiosis, el eritrasma, la
tricomicosis y la prototecosis, esta 1iltima causada
por algas del género Prototheca.

MECANISMOS DE INFECCION

Pricticamente todos los mecanismos de infec-
cién descritos en otras enfermedades estin pre-
sentes en las micosis. El contacto directo es el me-
canismo de infeccién mas comun en las micosis
superficiales y se establece a través del contacto
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de la piel con personas y animales enfermos, o
con el suelo u objetos que contienen los hongos
patdgenos.

La penetracion de los hongos a través de heridas
en la piel constituye el principal mecanismo de in-
feccién de las micosis subcutdneas, y la inhalacién
de los hongos lo es para las micosis sistémicas.
No obstante, pueden existir otros mecanismos de
infeccion menos comunes, como la ingestion, la
implantacién en cavidades o la inoculacién direc-
ta, generalmente accidental, de los hongos.

Las micosis oportunistas tienen mecanismos de
infeccién més diversos, ya que, una vez localizado
el hongo oportunista en cualquier parte del cuerpo
humano, es indispensable que el paciente tenga
uno o varios de los factores de oportunismo que
median en este grupo de micosis para que se des-
arrolle la enfermedad (cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Principales mecanismos de infeccién en
las micosis.

Hombre a hombre
Ej. Trichophyton
tonsurans
Animales a hombre
Ej. Microsporum canis

L Contacto directo
Micosis superﬁclales _

Suelo a hombre
Ej. Microsporum

Il. Penetracion através  Ej. Fonsecaea pedrosoi
- de heridas en la piel Sporothrix schenckii
Micosis subcutdnea
HI. Inhalacién Ej. Histoplasma
. Micosis sistémica Coccidioides immitis
1V. Penetraciona Ej. Candida,
. través de venoclisis, Aspergillus,
inyeccionese Malassezia spp
.. implantaciones
V. Autoinfeccién
| Mo rfar
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FRECUENCIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

“QLas micosis superficiales y oportunistas son
PUyersales y de alta frecuencia; los hongos que
las producen estin ampliamente distribuidos en
la naturaleza. En cambio, las micosis subcutdneas
y sistémicas son en general menos frecuentes;
tienen una distribucién geogréfica limitada a las
regiones donde habitan en forma de vida libre los
hongos causantes, los cuales viven bajo ciertas
condiciones bioldgicas, sobre diversos sustratos,
como tierra, vegetales, detritus orgdnicos, guano
de murciélago, etc. Estas micosis son de mayor
gravedad que las micosis superficiales.

Paises como México y los que forman Centro-
ameérica constituyen lo que se llama un ecotomo,
que se refiere al sitio de unién de dos ecosiste-
mas, es decir, esta region geogrdfica une el eco-
sistema de América del Norte (Canadd y EUA)
con el ecosistema de América del Sur. El ecotomo
se caracteriza por compartir caracteristicas de los
ecosistemas que une; por esa razén, en México
se han diagnosticado pricticamente todas las mi-
cosis; esta es una razén mds para que los mé-
dicos amplien sus conocimientos de micologia
médica.

EpAD, SEXO Y OCUPACION

Con excepcion de algunas micosis que predo-
minan en ciertos grupos de edad, como la tifia de
la cabeza y la basidiobolomicosis en los nifios,
o la tifa inguinal y la cromoblastomicosis en los
adultos, la mayoria de las micosis tiene una distri-
bucién mds o menos uniforme en todos los gru-
pos de edad. No obstante, las micosis sistémicas
y subcutdneas tienen una frecuencia mayor en el
adulto, probablemente por razones ocupacionales
y hormonales.

En cuanto al sexo, se observa predominio de las
micosis en el sexo masculino, acentudndose mas
en las infecciones subcutaneas y sistémicas, donde
la proporcion de hombres respecto de las mujeres
es aproximadamente de 4:1. En la paracoccidioi-
domicosis esta proporcion se eleva a 10:1.

Este predominio en el hombre estd dado tanto
por factores ocupacionales como hormonales, ya
que diversos estudios han mostrado la importan-
cia de las hormonas sexuales humanas en pato-
logias como la coccidioidomicosis, en la que los
andrégenos producidos diariamente en el hombre
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de la piel con personas y animales enfermos, o
con el suelo u objetos que contienen los hongos
patdgenos.

La penetracion de los hongos a través de heridas
en la piel constituye el principal mecanismo de in-
feccidén de las micosis subcutdneas, y 1a inhalacién
de los hongos lo es para las micosis sistémicas.
No obstante, pueden existir otros mecanismos de
infeccion menos comunes, como la ingestion, la
implantacion en cavidades o la inoculacién direc-
ta, generalmente accidental, de los hongos.

Las micosis oportunistas tienen mecanismos de
infeccién mds diversos, ya que, una vez localizado
el hongo oportunista en cualquier parte del cuerpo
humano, es indispensable que el paciente tenga
uno o varios de los factores de oportunismo que
median en este grupo de micosis para que se des-
arrolle la enfermedad (cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Principales mecanismos de infeccién en
las micosis.

Hombre a hombre
Ej. Trichophyton
tonsurans
Animales a hombre
Ej. Microsporum canis

L Contacto directo
Micosis superﬁclales _

Suelo a hombre
Ej. Microsporum

Il. Penetracion através Ej. Fonsecaea pedrosoi

~ de heridas en la piel Sporothrix schenckii
Micosis subcutinea

1I. Inhalacién Ej. Histoplasma

1V. Penetraciona Ej. Candida,

. través de venoclisis, Aspergillus,
inyeccionese Malassezia spp

. implantaciones

V. Autoinfeccién  Ej. Trichophyton
Diversas micosis Malassezia furfur
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“QLas micosis superficiales y oportunistas son
PUyersales y de alta frecuencia; los hongos que
las producen estin ampliamente distribuidos en
la naturaleza. En cambio, las micosis subcutdneas
y sistémicas son en general menos frecuentes;
tienen una distribucién geogréfica limitada a las
regiones donde habitan en forma de vida libre los
hongos causantes, los cuales viven bajo ciertas
condiciones bioldgicas, sobre diversos sustratos,
como tierra, vegetales, detritus orgdnicos, guano
de murciélago, etc. Estas micosis son de mayor
gravedad que las micosis superficiales.

Paises como México y los que forman Centro-
ameérica constituyen lo que se llama un ecotomo,
que se refiere al sitio de unién de dos ecosiste-
mas, es decir, esta region geogrdfica une el eco-
sistema de América del Norte (Canadd y EUA)
con el ecosistema de América del Sur. El ecotomo
se caracteriza por compartir caracteristicas de los
ecosistemas que une; por esa razén, en México
se han diagnosticado pricticamente todas las mi-
cosis; esta es una razén mds para que los mé-
dicos amplien sus conocimientos de micologia
médica.

EpAD, SEXO Y OCUPACION

Con excepcion de algunas micosis que predo-
minan en ciertos grupos de edad, como la tifia de
la cabeza y la basidiobolomicosis en los nifios,
o la tifa inguinal y la cromoblastomicosis en los
adultos, la mayoria de las micosis tiene una distri-
bucién mds o menos uniforme en todos los gru-
pos de edad. No obstante, las micosis sistémicas
y subcutdneas tienen una frecuencia mayor en el
adulto, probablemente por razones ocupacionales
y hormonales.

En cuanto al sexo, se observa predominio de las
micosis en el sexo masculino, acentudndose mas
en las infecciones subcutaneas y sistémicas, donde
la proporcion de hombres respecto de las mujeres
es aproximadamente de 4:1. En la paracoccidioi-
domicosis esta proporcion se eleva a 10:1.

Este predominio en el hombre estd dado tanto
por factores ocupacionales como hormonales, ya
que diversos estudios han mostrado la importan-
cia de las hormonas sexuales humanas en pato-
logias como la coccidioidomicosis, en la que los
andrégenos producidos diariamente en el hombre
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estimulan el desarrollo del agente; por el contra-
rio, los estrégenos impiden en Paracoccidioides
brasiliensis la transformacion de la forma filamr -
tosa de vida libre a la forma levaduriforme, qupos
la fase parasitaria.

Pocas micosis predominan en la mujer; la més
conocida es la tifia negra, en la que la frecuencia
es mayor en la mujer en una proporcién de 3:1.

Muchas de las micosis son consideradas de tipo
ocupacional, como la histoplasmosis en los mine-
ros, los micetomas y la cromoblastomicosis en los
campesinos, la esporotricosis en los alfareros y flo-
ricultores y la candidosis o candidiasis ungueal e
intertriginosa en las lavanderas y mondadores de
frutas.

Es importante considerar que en la produccién
de las micosis entran en juego, ademds de las con-
diciones de edad, sexo y ocupacion, los factores
de patogenicidad y virulencia de los hongos, asi
como los factores del hospedero, como los inmu-
nolégicos, genéticos, nutricionales, pH, humedad,
maceracion de la piel y biota bacteriana asociada.
El grado de participacién de estos factores deter-
mina que haya o no infeccién, asi como la benig-
nidad o gravedad de la micosis.

DiaGNGsTICO

La metodologia diagnéstica en las micosis in-
cluye los mismos criterios y procedimientos que
se emplean en otras enfermedades infecciosas. Es
importante sefialar que en el diagnéstico de una
micosis es indispensable la participacién de un
equipo multidisciplinario de profesionales, en el
que, por su parte, el médico estudia la sintoma-
tologia atribuible a la micosis y los antecedentes
epidemiolégicos.

Posteriormente la comprobacién diagndstica
se efectia en el laboratorio de micologia médica,
en donde se procede a realizar los exdmenes di-
rectos, frotis, aislamiento e identificacién de los
hongos causales. Otros importantes auxiliares
en el diagndstico de las micosis son los procedi-
mientos histopatolégicos, inmunolégicos y diver-
sos estudios de gabinete (cuadro 1.6) y reciente-
mente los procedimientos de biologia y genética
molecular, como PCR, hibridizaciones de ADN,
etcétera.

CONCEPTOS FUNDAMENTALES
DE LA MICOLOGIA MEDICA

Existen ciertos criterios y conceptos cuyo cono-
cimiento es de gran utilidad para el mejor manejo
y comprension del comportamiento biolégico de
los hongos patégenos, en funcién de las relaciones
hospedero-pardsito. Algunos de éstos se prestan a
controversias; sin embargo, son de uso cotidiano
en la micologia médica:

Pluralidad etioldgica. Este concepto se refiere
a un cuadro clinico que puede ser originado por
varios agentes etiolégicos, por ejemplo: el miceto-
ma, las tifias y la cromoblastomicosis.

Polimorfismo lesional. Es la formacién de va-
rios cuadros clinicos originados por un solo agen-
te etiolégico, por ejemplo: Nocardia asteroides
(micetoma y nocardiosis), Aspergillus flavus (as-
pergilosis, alergias y micotoxicosis) y Alternaria
alternata (feohifomicosis, alternariosis e hipersen-
sibilidad).

Complicacién morfolégica. Se da cuando una
misma especie de hongo se siembra en medios de
cultivo y condiciones ambientales diferentes (tem-
peratura, concentracidon de CQ,, pH, etc.), pudien-
do desarrollar estructuras morfoldgicas diferentes.
Por ejemplo: Pyrenochaeta romeroi cultivado en
extracto de malta, y en la oscuridad produce peri-
tecios y, cultivado en medio de agar dextrosa Sa-
bouraud y a la luz sélo produce micelio.

Monomorfismo. Este término se utiliza para
referirse a un hongo que no cambia su morfologia
cuando se encuentra ya sea en vida libre, como
comensal o como pardsito. Por ejemplo: Crypto-
coccus neoformans, que se presenta en forma de
levadura con capsula en todas las condiciones re-
feridas.

Reduccién morfoldgica parasitaria. Los hongos
pierden sus caracteristicas morfol4gicas; general-
mente pierden los conidios y conservan las hifas
cuande pasan de su forma de vida libre en la na-
turaleza a pardsito. Por ejemplo: los dermatofitos,
Aspergillus spp o agentes de mucormicosis.

Dimorfismo. Es un proceso a través del cual los
hongos cambian completamente su forma cuando
pasan de vida libre a parasitos en el hospedero, en
donde adquieren una morfologia totalmente dife-
rente. Por ejemplo: Paracoccidioides brasiliensis,
que de ser hongo filamentoso en vida libre se con-
vierte en levadura como parésito, o Coccidioides
immitis, que como pardasito se reproduce por la
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formacion de esférulas con endosporas, en tanto

que en vida libre es un hongo filamentoso.
Oportunismo. Es un concepto convencional

que se refiere a la capacidad que tienen algunos
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hongos, habitualmente no patégenos, de produ-
cir infeccién en pacientes con inmunosupresion.
Por ejemplo: Rhodotorula, Aspergillus y Rhizo-
pus.

Cuadro 1.6. Procedimientos de diagnéstico en las micosis.

1. Epidemiolégicos

II. Clinicos

III. De laboratorio Observacion y

aislamiento

Identificacion

Inmunoldgicos

Técnicas
moleculares

IV. Histoldgicos

V. De gabinete

Luz de Wood

Edad

Sexo

Ocupacién

Lugar de procedencia
Otros casos similares
Mecanismo de infeccién

Aspecto de las lesiones
Tiempo de evolucion
Organos afectados
Signos y sintomas
Factores de oportunismo

Toma de muestra

Examen microscépico directo
Frotis

Cultivo

Inoculacién en animales

Requerimientos nutricionales
Asimilaciones

Fermentacién

Hidrdlisis

Reduccién de sales
Termotolerancia

Inmunofluorescencia
Precipitacién en tubo capilar
Inmunodifusién
Contrainmunoelectroforesis
Aglutinacion de ldtex
Reaccién de fijacién de
complemento

Western blot

ELISA
Intradermorreacciones

Reaccion en cadena de la
polimerasa

(PCR)
Transcripcion reversa-PCR (RT-
PCR)
PCR anidada
PCR en tiempo real
Biopsia y tinciones para tejidos
y tinciones especiales 5
Radiografias
Tomografia axial computada
Resonancia magnética
Ecograma
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Toma de especimenes

En este capitulo se dan las pautas mds sobresa-
lientes de los procedimientos de la toma, transpor-
te y conservacion de especimenes biolégicos para
el diagnéstico de las micosis humanas. El diagnoés-
tico de una micosis se hace, fundamentalmente,
por la demostracién del pardsito en las muestras
bioldgicas y su posterior identificacidn taxonémi-
ca mediante el estudio de sus caracteristicas dife-
renciales. En consecuencia, el diagndstico de una
" micosis depende, en gran parte, de la toma correc-
ta del espécimen o muestra patolégica, por lo que
hay que poner especial atencidén en su obtencidn.

Por toma de espécimen debe entenderse una
metodologia llevada a cabo bajo los criterios si-
guientes:

PRINCIPIOS CIENTIFICOS BASICOS
DERIVADOS DEL CONOCIMIENTO
TEORICO

Seleccion apropiada de muestras clinicas. En
el cuadro 2.1 se presentan las infecciones micéti-
cas mds comunes y los especimenes de los cuales
se recuperan los agentes etioldgicos, asi como las
estructuras flingicas que suelen observarse en el
estudio microscépico de las muestras patoldgicas.

Rechazo de los especimenes inadecuados.
Cada laboratorio debe elaborar una lista de los di-
ferentes criterios por los cuales las muestras pue-
den ser rechazadas, por ejemplo:

Lasalivano debe ser considerada como esputo.

Las escamas de piel o los pelos no deberdn

ser colectados al azar o casualmente.

* La sangre periférica o aspirado de médula
dsea sin anticoagulante.

* Las muestras congeladas o almacenadas en

hielo seco por més de un dfa.

Datos clinicos orientadores de las micosis. El
conocimiento de algunas caracteristicas clinicas
especificas de las micosis es de gran ayuda para
decidir el tipo de muestra y el sitio de donde se
obtienen, por ejemplo:

® Lesiones cutdneas circinadas.

* Lesiones cutdneas descamativas, prurigino-
sas y eritematosas.

Zonas seudoalopécicas.

Aspecto y crecimiento anormal del pelo.
Cuadros respiratorios.

Trastornos del sistema nervioso central o tu-
moraciones fistulizadas.

Cantidad de muestra. En micologia, la presen-
cia del hongo se detectard mds fdcilmente cuando
la muestra se obtenga en cantidad abundante.

Tiempo. El transporte rdpido de los especime-
nes clinicos hacia el laboratorio es importante
para la recuperacién de los agentes etioldgicos de
las infecciones micdticas, sobre todo porque, ge-
neralmente, en la muestra existe una mezcla de
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Cuadro 2.1. Productos bioldgicos utilizados en el diagnéstico micoldgico.

Dermatofitosis
Pitiriasis versicolor

Dermatitis seborreica
Tina negra
Piedra negra

Piedra blanca
Eritrasma
Tricomicosis axilar
Prototecosis

Micetoma
Esporotricosis

Cromoblastomicosis
Lacaziosis
Conidiobolomicosis
Basidiobolomicosis
Hialohifomicosis
Feohifomicosis
Nocardiosis
Actinomicosis
Histoplasmosis
Coccidioidomicosis

Paracoccidioidomicosis

Blastomicosis
Candidosis

Aspergilosis
Mucormicosis
Criptococosis
Neumocistosis

Pelos

Escamas de piel
Escamas de

*

L]

undas

Lavado bronquioalveolar
Exudados diversos
Materia fecal

QOrina

Meédula dsea

Liguido cefalorraquideo

Tejidos
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Estructuras parasitarias

Filamentos y artroconidios

Levaduras y filamentos cortos no
ramificados

Levaduras unigemantes
Filamentos pigmentados

Hifas pigmentadas y ascas con
ascosporas

Artroconidios que forman masas
Bacilos filamentosos i
Bacilos filamentosos i

Estructuras redondas con células en |
su interior

Granos

Levaduras alargadas y “cuerpos
asteroides”

Células fumagoides

Levaduras unigemantes en cadena
Hifas gruesas, no septadas, hialinas g
Hifas gruesas, no septadas, hialinas :
Hifas hialinas septadas

Hifas pigmentadas, septadas i
Bacilos que forman seudofilamentos
Bacilos agrupados en “granos” |
Levaduras intracelulares

Esférulas con endosporas

Levaduras multigemantes

Levaduras unigemantes

Levaduras ovales en gemacion o
formando filamentos

|
i

Filamentos septados dicotomizados
Hifas gruesas, hialinas, sin septos
Levaduras capsuladas

Formas tréficas y quisticas
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bacterias y de otros hongos que interfieren en la
sobrevivencia del hongo patégeno. El camino que
hay que seguir es disminuir la posibilidad de no
recuperar el hongo por retardo en el transporte del
espécimen; ademds, el proceso de la muestra de-
berd hacerse lo mas pronto posible.

Transporte y almacenamiento. A partir de los
exudados, con base en la toma directa del espéci-
men, debe practicarse un frotis sobre un porta-
objetos limpio y desengrasado y, si es posible,
proceder a la siembra inmediata en los medios de
cultivo de agar dextrosa Sabouraud. Si lo anterior
no es posible, las muestras deben ser transporta-
das en recipientes estériles que provean un am-
biente htiimedo. Si es necesario, puede agregarse
solucion salina isotdénica estéril (SSIE) y, en el
caso de exudados y secreciones en los que existan
bacterias en grandes cantidades, se deben agregar
a la SSIE penicilina (500 Ul/ml), estreptomicina
(500 pg/ml) o cloramfenicol (500 pg/ml). Si se
sospecha que la lesién es causada por actinomice-
tales, no es conveniente el uso de antibidticos, ya
que éstos inhiben el crecimiento de esos organis-
mos. En el caso de que se sospeche de organismos
anaerobios, la muestra debe ser puesta en medios
de transporte anaerébicos, como el medio de tio-
glicolato.

Cuando no se puedan procesar inmediatamente
las muestras patolégicas, se almacenardn en las
condiciones siguientes:

1. Los pelos, las escamas de piel y las ufias pue-
den permanecer almacenados a temperatura am-
biente en cajas de Petri o entre dos portaobjetos
durante varias semanas sin peligro de deterioro;
sin embargo, Malassezia spp pierde viabilidad con
el almacenamiento, por lo que en caso de reque-
rirse aislamiento del agente, la siembra en medios
adecuados debe ser inmediata.

2. El esputo, el liquido de broncoaspiracion, los
cepillados bronquiales, la orina, la sangre, 1a mate-
ria fecal y los exudados diversos deben permane-
cer a 4°C por no mas de 24 horas.

3. El liquido cefalorraquideo, 1a médula ésea y
los fluidos toracicos y abdominales se mantienen
a temperatura ambiente o, de preferencia, en incu-
bacién a 30 °C por no mds de 24 horas.

A pesar de estas medidas, debe tomarse en
cuenta que pueden presentarse mdrgenes de error,
por lo que se recomienda procesar las muestras
inmediatamente después de la toma.
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Indicaciones para el paciente. Una de las mds
importantes, en el caso de las micosis superficia-
les, es evitar que el paciente se aplique tépicamen-
te algiin medicamento, por lo menos tres dias antes
de la toma del espécimen. Por otro lado, se hacen
indicaciones especificas para cada caso, por ejem-
plo: se debe recomendar al paciente que se lave la
boca antes de una toma transbronquial, mientras
que para la ejecucién de un estudio de exudado
faringeo no debe hacerlo.

TECNICAS DE TOMA DE MUESTRAS

Escamas. Se limpia la lesién ligeramente con al-
cohol, se toman escamas de la periferia con ayuda
de un bisturi de hoja fija y con el filo mellado o el
borde de un portaobjetos. Las escamas se colectan
en una caja de Petri o en un portaobjetos, colo-
cdndolas debajo del area afectada. En el caso de
que se recolecten en un portaobjetos, sobre éste se
coloca otro y ambos se envuelven en una hoja de
papel, en la cual se anotan los datos del paciente.

Cuando las lesiones no son muy descamativas,
se procede a frotar la lesién vigorosamente con la
parte afelpada de un cuadro de alfombra estéril de
5 X 5 cm (moqueta), la cual debe estar envuelta
en un papel en el que se guardara la alfombra des-
pués de tomada la muestra.

Las muestras de lesiones cutdneas exudativas
se toman con un hisopo humedecido en SSIE. Si
no se procesa inmediatamente la muestra, el hiso-
po se coloca en el tubo de ensayo para transportar-
se rapidamente al laboratorio.

El procedimiento de la cinta adhesiva transpa-
rente se puede emplear en el caso de que se sospe-
che de pitiriasis versicolor o dermatitis seborreica
asociada a Malassezia spp. Este consiste en pre-
sionar el lado engomado de la cinta sobre la lesién
y pegarlo posteriormente sobre un portaobjetos
para su observacion.

Pelos. Es necesario tomar los pelos enfermos
utilizando una pinza para depilar, debido a que
éstos estdn rotos y danados inmediatamente des-
pués de la emergencia del foliculo piloso, que
es en donde se establece la infeccidn. Los pelos
deben desprenderse desde la raiz y colocarse en
una caja de Petri o entre dos portaobjetos. Para
estos casos, también se puede utilizar un cepillo
de dientes esterilizado, el cual, después de frotar-
lo sobre la lesion, se siembra directamente sobre
cajas de Petri con medio de cultivo o se sacude
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vigorosamente sobre una caja de Petri vacia para
obtener escamas y pelos.

Unas. La uila enferma debe ser raspada, ayu-
didndose con una hoja de bisturi sin filo, y las es-
camas ttiles deben colectarse por el lado del lecho
ungueal, o sea, por la superficie que estd en con-
tacto directo con el dedo. Cuando existe ataque
periungueal, se colocan las escamas de los surcos
periungueales. Si las lesiones son supurativas, se
extrae el pus por presion y se colecta con pipeta
Pasteur o con hisopo. Si resulta dificil raspar la ufia,
se procede a cortarla para posteriormente raspar-
la. Los especimenes deben colectarse en caja de
Petri o entre dos portaobjetos.

Exudado de mucosas (cavidad bucal, vaginal,
faringea, conjuntival y nasal). Se requiere una
exploracidn de la regién afectada y la toma de
espécimen debe hacerse con un hisopo, frotando
repetidamente las lesiones eritematosas, ulcerosas
o donde existan placas blanquecinas. En estos ca-
s0s, la realizacidén del frotis y la siembra inmediata
son de mucha importancia. Para el transporte de
los exudados se recomienda el uso de SSIE con
antibidticos.

Exudado ético. Con ayuda del otoscopio se ins-
pecciona el conducto auditivo externo para loca-
lizar las lesiones o las colonias de los hongos. A
través del otoscopio se introduce un hisopo fino
dirigido directamente al sitio afectado y se hace un
ligero raspado para obtener la muestra. El envio
de este espécimen comparte las mismas condicio-
nes que los de exudados de mucosas.

Especimenes del tracto respiratorio. Bdsica-
mente son: el esputo y la muestra bronquial que
se obtiene por aspiracién transtraqueal.

Esputo. Antes de recolectarlo se hace limpieza
bucal con algin desinfectante local; no conviene
hacer gargarismos. El esputo se colecta en un re-
cipiente de boca ancha estéril y debe permanecer
el menor tiempo posible a temperatura ambiente.
El esputo tiene que ser el primero de la mafnana,
obtenido durante un acceso de tos profunda. Si el
paciente no puede expectorar, se introducird SSIE
en el arbol bronquial con el uso de un equipo de
aspiracién intermitente, lo cual generalmente pro-
duce espasmos y tos, o también se puede inducir
la expectoracién por medio de nebulizaciones.
Una muestra de 5 a 10 ml serd suficiente, debien-
do colectarse tres muestras seriadas.

Muestra bronguial y aspiracion transtraqueal.
Estas técnicas son realizadas por el médico y se

recomienda en pacientes que estdn débiles o no
pueden expectorar v en quienes se sospeche de
micosis pulmonar. La biopsia por broncoscopia
estd particularmente indicada cuando se encuen-
tran lesiones localizadas periféricamente en uno o
mas lébulos de los pulmones.

Orina. La muestra se colecta, cuando es posi-
ble, a través de puncién supraptibica hecha por
el urélogo. En caso de que esto no sea posible se
haré por la técnica del chorro medio, previa asep-
sia y antisepsia de la regidn genital; la orina debe
ser la primera de la mafiana, colectada en frascos
de vidrio de boca ancha vy estériles. No deben to-
marse las muestras de orina en bolsas o recipien-
tes no estériles,

Pus. Debe ser recolectado, previa antisepsia de
la regidn afectada, puncionando el absceso para
evitar contaminaciones bacterianas. En el caso de
que drene espontdneamente por fistulas, se hace
antisepsia de la regidén y se procede a tomar la se-
crecién con ayuda de una pipeta Pasteur estéril.

Liquido cefalorraquideo. Lo obtiene el médico
utilizando la técnica de puncién lumbar. Conviene
que, al tomar la muestra, ésta se divida en tres
tubos estériles: el primero, para el anélisis citoqui-
mico; el segundo, para el cultivo bacteriolégico y
el tercero, para el examen micolégico. Es preferi-
ble obtener de 3 a 5 ml de liquido cefalorraquideo
para su estudio.

Médula dsea. Se puede tomar por puncién con
una aguja adecuada, usualmente a partir de la
cresta iliaca y en todos los casos debe ser obtenida
por un médico experto. El material de la puncién
serd depositado en gasas estériles humedecidas en
SSIE y puestas en recipientes bien cerrados para
evitar la contaminacién y la desecacion.

Biopsias diversas. Las piezas de biopsia o de
necropsia deben ser divididas en dos fragmentos:
uno se fija para estudio histopatolégico y el otro
se coloca en un frasco estéril con SSIE para su pos-
terior proceso en exdmenes en fresco, improntas,
frotis y cultivo micolégico.

Sangre. La muestra debe ser tomada con jerin-
ga estéril y depositada en tubos que contengan an-
ticoagulante (EDTA), en la proporcién que se uti-
liza para la biometria hemaética. Se deben obtener,
por lo menos, 3 ml de sangre para su estudio.

Suero. Para su obtencién se requieren 10 ml de
sangre total, la cual se deposita en tubos de ensa-
yo sin anticoagulante. Una vez separado el suero,
se debe conservar en congelacién a 0°C, o prefe-
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rentemente a —70°C. Otras temperaturas de con-
gelacién obligardn a usar el suero en un tiempo
mas corto, ya que los niveles de antigenos o anti-
cuerpos pueden alterarse. Es conveniente agregar
a la muestra de suero dos gotas de timerosal por
ml, a una concentracién de 1: 2000.

Eauipo Y MATERIAL

Para que una toma de espécimen sea eficaz, de-
berd disponerse del siguiente material minimo:

e Tubo de ensayo de 15 X 150 mm, estéril y
seco con tapén de algoddn.

Tubo de ensayo de 15 X 150 mm, estéril con
SSIE.

Tubo de ensayo de 15 X 150 mm, estéril con
SSIE mas antibidticos.

* Frascos de boca ancha estériles.

Pipetas Pasteur estériles con bulbos de goma.
Portaobjetos y cubreobjetos limpios y desen-
grasados.

Cajas de Petri estériles.

Hisopos vy cuadros de alfombra estériles.
Jeringas de 10 y 20 ml.

Estuche de diagnéstico clinico.

Estuche de diseccidn.

Hojas de bisturi con el filo mellado.

Espejo vaginal.
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e Anticoagulante.

Etanol en diferentes concentraciones.
Torundas.

Refrigerador.

Mecheros.

Medios de cultivo de agar dextrosa Sabouraud
con y sin antibidticos y medio de tioglicolato.
Mesa de exploracidn.

La toma debe hacerse en un lugar bien ilumi-
nado.

Envio

Los especimenes bioldgicos deben empacarse
con cuidado para evitar la ruptura de los frascos o
tubos de vidrio y la diseminacién del material pa-
tolégico. El paquete debe contener una ficha con
los siguientes datos: nombre del paciente, tipo de
espécimen, fecha de la toma, un resumen de los
informes epidemioldgicos, clinicos y de laborato-
rio del caso por estudiar. En el remitente se anotan
los datos del médico tratante o del laboratorio que
envia las muestras. Con excepcion de las muestras
de pelos, escamas y uiias, todos los demds especi-
menes biolégicos se deberdn recibir en el labora-
torio de micologia para su procesamiento en un
término no mayor de 24 horas.
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DERMATOFITOSIS

DESCRIPCION

Las dermatofitosis son infecciones causadas
por un grupo de hongos filamentosos queratinofi-
licos llamados dermatofitos, los cuales tienen ten-
dencia a invadir la piel y sus anexos (pelos, pesta-
nas, cejas y uilas). Son las micosis mas frecuentes
y constituyen aproximadamente de 20 a 25 % de
los diagnoésticos de la consulta dermatologica. A
estas infecciones también se les conoce como ti-
nas; la palabra tinea en latin significa apolillado
y, de acuerdo con las primeras descripciones, es el
aspecto que tienen los pelos afectados por los der-
matofitos. Por extension, se llama tifia a todas las
infecciones por dermatofitos, aunque no afectaran
la piel cabelluda.

El mecanismo de infeccion es por contacto di-
recto con el agente infeccioso, aunque se requieren
ciertas condiciones que favorezcan su desarrollo,
como el contacto estrecho durante varias horas,
la humedad, el calor v la maceracion local. En la
piel lampifia de personas con inmunidad aparen-
temente normal se caracteriza clinicamente por la
triada de eritema, descamacion y prurito.

Las dermatofitosis se clasifican de acuerdo con
su topografia, en:

Dermatofitosis de la cabeza (tina de la cabe-
za). Afecta a la piel cabelluda vy a los pelos. La
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Micosis superficiales

infeccién puede localizarse en la capa externa del
pelo (ectotrix), en la capa interna (endotrix) o en
ambas (endoectotrix). Clinicamente se caracteriza
por placas seudoalopecicas, unicas o multiples, o
bien, por la presencia de pelos blanquecinos cor-
tados a escasos milimetros de su salida.

La descripcion anterior comprende las dos va-
riedades principaies de tifia capitis: la descamati-
va, que puede ser poco inflamatoria y que incluye
las tifias tonsurante y microspodrica (endotrix y
ectotrix respectivamente); la de tipo inflamatorio,
menos frecuente que la no inflamatoria, se carac-
teriza por lesiones eritematosas y descamativas,
y dreas de alopecia severamente inflamadas con
ulceraciones profundas, constituyendo el querion
de Ceiso o tifia supurativa.

En México es causada principalmente Microspo-
rum canis, que es el agente etioldgico mas frecuen-
te; otro agente importante es T. mentagrophytes
var. granulosum, cuyos antigenos inducen de ma-
nera habitual una respuesta inflamatoria intensa.

En esta forma clinica hay inflamacion del folicu-
lo piloso, adenopatias regionales y dolor intenso.
Normalmente tiende hacia la curacién espontanea
en dos a tres meses, pero deja lesiones fibréticas
y alopécicas permanentes en el drea afectada.
Otra variedad menos frecuente es la tifia favica
producida por T. schoenleinii, caracterizada por la
presencia de masas densas de micelio y desechos
epiteliales que forman costras cupuliformes ama-
rillentas. Estas costras, al desprenderse, dejan una
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base eritematosa y exudativa, que con el paso de
los afios da lugar a dreas alopécicas y cicatrizales.

Dermatofitosis del cuerpo. Generalmente pre-
senta lesiones pruriginosas descamativas, en for-
ma circular, de bordes inflamatorios, y algunas
veces se aprecian pdpulas o vesiculas. Al exten-
derse la lesion, la piel del centro adopta un aspecto
normal. Una variedad importante es el granuloma
tricofitico, causado por la invasion de los dermato-
fitos al foliculo piloso y al tejido subcutdneo, for-
mando pequefios granulomas perifoliculares con
numerosos nodulos y abscesos subcutaneos.

En personas con inmunosupresion se observan
lesiones descamativas extensas, con bordes no
bien definidos y escama gruesa del tipo de la ob-
servada en la psoriasis o fina, como la de la piti-
riasis versicolor.

Dermatofitosis de los pies. Es favorecida por el
uso de calzado cerrado y de tenis durante muchas
horas cada dia. Puede presentarse en tres varie-
dades: intertriginosa, vesiculosa e hiperquerato-
sica. La vesiculosa afecta principalmente la zona
del arco del pie, donde los pacientes desarrollan
vesiculas muy pruriginosas. La variedad intertrigi-
nosa se caracteriza por maceracién, descamacion,
prurito, eritema y fisuras. Generalmente afecta la
piel situada entre el cuarto y quinto dedos de
los pies.

La forma hiperqueratdsica (en mocasin) afec-
ta el drea cubierta por el calzado; en esta varie-
dad, el paciente presenta una descamaci6n fina
que se acumula en los pliegues normales del pie
haciéndolos mds aparentes y la piel tiene un as-
pecto brillante y seco; esta variedad clinica gene-
ralmente es asintomadtica. A partir de cualquiera
de las tres variedades puede haber infeccién bac-
teriana agregada que ocasiona dolor e incapaci-
dad fisica; a este cuadro dermatofitico infectado
con bacterias se le conoce como complejo de tifia
de los pies.

Dermatofitosis de las ufias. Se clasifica en:
a) onicomicosis subungueal distal y/o lateral;
b) onicomicosis blanca superficial; ¢) onicomico-
sis proximal blanca subungueal, y d) onicomicosis
distréfica total. La mds frecuente es la primera y
afecta generalmente la ufia del primer dedo de los
pies. En ésta, las manifestaciones clinicas son: dis-
cromias, engrosamiento, onicdlisis y, finalmente,
destruccidn del anexo. Es una patologia frecuente,
favorecida en gran medida por el uso de calzado
cerrado, que ocasiona aumento de temperatura y
humedad por largos periodos; también es impor-

tante el antecedente de dermatofitosis de los pies,
ya que las escamas que se desprenden de la piel,
pueden quedar atrapadas en el tejido periungueal
y éstas, al estar en contacto durante varias horas
con la uiia, pueden invadirla.

Dermatofitosis inguinal. Es mds frecuente en
el hombre y se asocia con actividades que impli-
quen varias horas de estar sentado, por ejemplo,
los choferes. Generalmente tiene el antecedente
de una dermatofitosis en otra regién corporal. Las
lesiones se localizan en la ingle, perineo y region
perianal. A menudo se trata de lesiones bilaterales,
bien delimitadas, con borde elevado, eritematoso
y fino, con descamacion epidérmica; la mayoria
de los pacientes refiere prurito intenso.

Tifa imbricata. Se conoce también como tifia
concéntrica o Tokelau. Esta dermatofitosis presen-
ta descamacion en anillos concéntricos o arabes-
cos, es pruriginosa y con tendencia a diseminarse.
Aunque en México se presenta principalmente en
los estados de Puebla y Oaxaca y su frecuencia
es baja, debido a los movimientos migratorios in-
tensos, también se debe tener en cuenta ante los
casos de lesiones descamativas y pruriginosas.

Granuloma dermatofitico. En algunos pacien-
tes, espontdneamente, las lesiones de dermatofi-
tosis del cuerpo pueden originar invasiones pro-
fundas y formacién de nédulos firmes, inicos o
multiples, poco dolorosos con tendencia a la cro-
nicidad. Histolégicamente presentan la estructura
de lesiones granulomatosas. Estas lesiones fueron
denominadas como granuloma de Majocchi y los
primeros casos fueron causados tnicamente por
algunas especies de Trichophyton, como T. viola-
ceum, T. soudanense y T. rubrum; actualmente se
han descrito granulomas dermatofiticos causados
por otros géneros de dermatofitos. Algunos pa-
cientes cursan con inmunosupresiones de diver-
sos grados; otros, con inmunidad aparentemente
normal.

AGENTES ETIOLOGICOS

Se han descrito aproximadamente 40 especies
de dermatofitos distribuidos en tres géneros: Mi-
crosporum, Epidermophyton y Trichophyton. De
acuerdo con el habitat de preferencia para su des-
arrollo, se clasifican en tres grupos: geofilicos, zoo-
filicos y antropofilicos. La mayoria de las especies
geofilicas y algunas especies zoofilicas desarrollan
estructuras sexuales ascosporadas, clasificAndose

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

taxondémicamente en los Ascomycota y dentro del
género Arthroderma.

Aunque la mayoria de los dermatofitos tienen
una distribucién mundial amplia, algunos estin
limitados geogrdficamente. En Latinoameérica pre-
dominan T. mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsu-
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rans, Microsporum canis, M. gypseum y Epidermo-
phyton floccosum,

En la figura 3.1 se muestran las principales
caracteristicas microscépicas de los géneros y es-
pecies de dermatofitos mas comunes en nuestro
medio.

Macroconidios Microconidios Filamentos
Trichophyton ps) T rubrum
o Escasos, g
piriformes < 7 Muylargos y finos
1§ b
‘~</c§*; T. tonsurans L
N s
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=\
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Escasos, en forma
de mazo
En racimo,
abundantes,
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/8%
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equinulados
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elipsoidales, :
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Epidermophyton

Abundantes lisos, %
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cortas en dngulo )
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_:_j;)x___'_:'::._\
."-:///f — = \%
En espiral N W
"

M. canis

No diagndsticas
M. gypseum

No diagndsticas
E. floccosum

No diagndsticas

Fig. 3.1. Caracteristicas microscépicas de los seis dermatofitos mas comunes en nuestro medio.
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ESPECIMENES BIOLOGICOS

Pelos.

Unas.

Escamas.
Exudados.

* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Los pelos, las ufias v las es-
camas se procesan en solucion de hidréxido de
potasio (KOH) al 15 0 20 %. En la preparacién ya
montada entre portaobjeto y cubreobjeto se deja
que actie la potasa durante 5 o 10 minutos y se
observa al microscopio con el objetivo de 10X y

Grupo ectotrix

Grupo endotrix

2\
el

) @]
g/
e®

/u‘,u -_...b \

40X. Si se desea conservar durante periodos largos
los especimenes infectados, en lugar del KOH sdlo,
éstos se pueden aclarar utilizando una solucién de
KOH al 60 % y dimetilsulféxido (DMSO) al 40 %;
con esta solucién se prepara la solucién final con
20 % de glicerina; el DMSO evita que se destruyan
las escamas y la glicerina retarda la desecacién de
las preparaciones.

También se puede emplear como colorante el
lactofenol azul de algodén. Si se dispone de un
microscopio de fluorescencia, a las escamas se les
agrega blanco de calcoflior y se observan bajo
fluorescencia. Existen dos tipos de examen direc-
to: el de pelos y el efectuado en ufias y escamas
de piel.

Pelos. En la figura 3.2 se observan los distintos
tipos de parasitacién del pelo.

M. canis
M. gypseum
M. audouinii

Microspdrica

Microide

T. mentagrophytes

T. verrucosum

Megaspdrica T equinum
T. rosaceum
T. tansurans
Endotrix T. violaceurn
Févica T. schoenleinii

Fig. 3.2. Tipos de parasitacion de los dermatofitos en el pelo.
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Infeccion ectotrix. Se observan conidios en la
superficie del pelo; existen dos tipos de infeccién:

Microspdrica. Se observan pequenos conidios
(2 pm de didmetro), en masa, a escasos milime-
tros de la emergencia del pelo, formando vainas.

Microide. Se observan cadenas de pequenos co-
nidios (de 2 a 4 nm de didmetro) en la superficie
del pelo (fig. 3.3).

Escamas de piel y unas. Se observan filamen-
tos septados, ramificados y/o fragmentados en ar-
troconidios rectangulares o redondos, distribuidos
irregularmente en las escamas (fig. 3.5).

Fig. 3.3. Parasitacion ectotrix del pelo. Se observa gran cantidad de
microconidios en el exterior del pelo formando una vaina (16X).

Infeccion endotrix. Se observan conidios vy
o filamentos en el interior del pelo (4 pm de dia-
metro).

Megaspdrica. Se observan cadenas de grandes
conidios (de 4 a S pm de didmetro) en el exterior
del pelo (fig. 3.4).

Fig. 3.4. Parasitacion endotrix del pelo: o) se observan microconidios

en gran cantidad en el interior del pelo; b) acercamiento del espécimen; Fig. 3.5. Dos aspectos de dermatofitos en escamas de piel: o) filamen-
los filamentos fragmentados en artroconidios invaden y destruyen el tos flexuosos ramificados; b) acercamiento de los filamentos y las célu-
interior del pelo (40X). . las que formaban la uha.
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En ocasiones es dificil 1a identificacién de los fi-
lamentos, sobre todo cuando el paciente estd bajo
algin tratamiento tépico o general. También sue-
len observarse hifas en vias de desnaturalizacién
hialinas, irregulares y fragmentadas. Es importante
diferenciar los filamentos de dermatofitos de los fi-
lamentos de hongos contaminantes y de artefactos
como fibras o mosaico fiingico (fig. 3.6).

Fig. 3.6. Mosaico fungico en escamas de piel.

Se denomina mosaico fiingico a las estructuras
formadas por la precipitacién del KOH, las cuales
son alargadas o poliédricas, refringentes y de dia-
metro mds o menos irregular.

Cultivo. Para el cultivo de los dermatofitos se
utiliza el agar dextrosa Sabouraud adicionado con
cloramfenicol y ciclohexamida. De acuerdo con las
necesidades especificas de cada dermatofito, se
pueden hacer modificaciones a este medio, como
la adicién de extracto de levadura para obtener un
mejor crecimiento de la colonia, o la disminucién
de la concentracién de dextrosa para disminuir el
pleomorfismo. Para estimular la conidiacién se re-
comienda el medio de harina de arroz; este medio
también disminuye el pleomorfismo.

El crecimiento de las colonias de dermatofitos
es lento, de ocho a 20 dias, a una temperatura de
25°C. A continuacién se describen las caracteris-
ticas morfolégicas basicas para la identificacién
taxonémica de los dermatofitos mas comunes.

TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES

Morfologia macroscépica. La variedad gra-
nulosa desarrolla colonias de crecimiento rapido
en un plazo de ocho a 10 dias, planas, de color
crema o amarillentas, de aspecto pulverulento
y con anillos concéntricos. Se observa un co-
lor marrén claro en el reverso, aunque algunas
cepas presentan un color rojo y oscuro. La va-
riedad interdigitale desarrolla colonias planas y
blancas, que con el tiempo se tornan amarillen-
tas, pudiendo ser el reverso amarillento o ma-
rron. Tienen un aspecto densamente velloso o
algodonoso (fig. 3.7a).

Fig. 3.7. Trichophyton mentagrophytes: o) colonias blanquecinas, pla-
nas y pulverulentas; b) hifas en espiral, microconidios redondos, abun-
dantes y en grandes agrupaciones.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

Morfologia microscopica. Se observan hifas
septadas, con formaciones en espiral, pequefios
microconidios esféricos de 2 a 3 ym de didme-
tro, agrupados, que semejan racimos de uvas.
Los macroconidios tienen forma de lapiz, de tres
a seis septos. En la variedad granulosa los micro-
conidios y las hifas en espiral son abundantes y
los macroconidios de 30 a 60 pm tienen de cuatro

AGENTES ETIOLOGICOS 39

a seis septos y son escasos. En la variedad inter-
digitale los microconidios redondos o en forma
de lagrima, dificiles de distinguir de los de T. ru-
brum, son menos abundantes que en la variedad
granulosa. En algunas cepas se presentan macro-
conidios en forma de mazo o cigarro, de dos a
cuatro septos; tienen una unién estrecha a la hifa
vegetativa (fig. 3.7b).

Cuadro 3.1. Caracteristicas generales de los principales dermatofitos.

Trichophyton Ectotrix y endotrix. Cadenas de

mentagrophytes conidios de 2 a4 pm

Trichophyton Ectotrix y endotrix. En la

riubrum primera, cadenas de conidios
grandes; en la segunda,
conidios mais pequenos

Trichophyton Endotrix. Hifas con burbujas

schoenleinii aéreas en el pelo; conidios
escasos 0 ausentes

Trichophyton Endotrix. Abundantes cadenas

tonsurans de conidios

Trichophyton Ectotrix. Grandes conidios

VeTTicosim en cadenas de 4 a 5 pym de
didmetro

Trichophyton Endotrix de 4 a 5 pm de

violaceum didmetro

Trichophyton No se conoce

concentricum

Trichophyton Endotrix como

soudanense T. tonsurans
T. violaceum

Microsporum Ectotrix. Masas de conidios

canis pequeiias

Microsporum Principalmente ectotrix.

Eypsewm Conidios dispersos y en
cadenas

Microsporum Ectotrix. Similar a M. gypseum

fulvum

. espectficos  vitro lnz de Wood |
No reportados Si Ausente |
No reportados No Ausente
No reportados No Frecuentemente

azul pélida

Crece mejor en No Ausente

presencia de tiamina

Todas las cepas No Ausente |

requieren tiamina i

Tiamina e inositol. No Ausente '

El crecimiento

aumenta a 37 °C

Tiamina No Ausente

No reportados No Ausente J

No reportado No Verde brillante ?
?
|

No reportados Si Ausente o débil
|
i
i

No reportados Si Ausente o débil !
|
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TRICHOPHYTON RUBRUM

Morfologia macroscépica. Kaminsky propone
la existencia de dos tipos: a) granular, y b) vello-
so. El granular tiene, a su vez, dos variedades: var.
rhodanii y var. africana. El tipo velloso presenta
siete variedades: var. Y, var. flava, var. P, var. me-
lanoide, var. hiperpigmentada, var. incoloray var.
disgdnica (fig. 3.8a).

Morfologia microscépica. La colonia presenta
hifas largas y delgadas, con pequefios microco-
nidios laterales en forma de ldgrima o pera, de 2
X 3 pm. En la mavoria de cultivos su nimero es
escaso. Los macroconidios grandes, alargados, de
pared lisa y con varios septos son raros o incluso
pueden estar ausentes. Las colonias de tipo granu-
lar generalmente son muy esporuladas con gran
cantidad de microconidios y macroconidios en ra-
cimos semejantes a los de Epidermophyton flocco-
sum, dermatofito con el que se pueden confundir.

Fig. 3.8. Trichophyton rubrum: o) colonias blancas algodonosas en
Cuyo reverso aparece un pigmento rojizo; b) microconidios piriformes
escasos, de 2 a 3 um, dispuestos en forma irregularmente alterna.

Las cepas muy esporuladas y las de tipo vello-
so, var. incolora, pueden confundirse con T. ton-
surans o con T. mentagrophytes. Cuando se tiene
duda, el asilado debe sembrarse en medio de ha-
rina de maiz, en la que T. rubrum generalmente
produce pigmento rojo (fig. 3.8b).

TRICHOPHYTON TONSURANS

Morfologia macroscépica. Al inicio forma una
colonia plana, poco pulverulenta, amarillenta en
el anverso y color rojizo en el reverso. Después
de 8 a 10 dias se vuelve plegada, de superficie con
aspecto de ante de color crema grisdceo o marrén
claro. Al reverso presenta un pigmento ocre rojizo
oscuro, que difunde el medio. Algunos aislados
son menos pulverulentos y pueden originar colo-
nias de color blanquecino, amarillo claro o amari-
llo intenso (fig. 3.9a).

Morfologia microscépica. Se observan micro-
conidios, generalmente abundantes y de tamano
variable entre 2 y 5 pm, tienen forma de mazo, de
lagrima o irregular y son de pared gruesa; estos
conidios nacen de hifas ramificadas o terminales
y que se disponen en dngulo recto con respecto
a éstas. Tienen tendencia a aumentar de tamano,
dando lugar a estructuras en forma de clava o de
balén. Los macroconidios son menos frecuentes
y estdn menos diferenciados que los de T. menta-
grophytes y mds romos que los de T. rubrum. Los
artroconidios son frecuentes.

Pueden encontrarse hifas en espiral, clamido-
conidios e hifas en raqueta. Las hifas que se ob-
servan en un campo microscépico generalmente
tienen didmetros variables que van de 2 a 10 pm
(fig. 3.9b).

TRICHOPHYTON VERRUCOSUM

Morfologia macroscépica. La colonia es gene-
ralmente blanca, de crecimiento muy lento, ru-
gosa, en forma de botén o ligeramente plegada.
Alguna variedad puede ser plana, amarilla y ple-
gada, o bien, plana y ligeramente vellosa, de color
blanco grisdceo.

Morfologia microscépica. En agar dextrosa
Sabouraud se observan hifas tortuosas, con rami-
ficaciones en forma de asta, semejantes a las de
T. schoenleinii, pero con los extremos menos
abultados. En medios enriquecidos con tiamina
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Fig. 3.9. Trichophyton tonsurans: @) colonia blanco-amarillenta de
aspecto pulverulento, aterciopelado y rugoso; b) abundantes microco-
nidios, redondos y/o alargados, de tamafo variable; hifas de didmetro
irregular y macroconidios en forma de mazo y pared lisa.

se observan microconidios en forma de ldgrima
y, en ocasiones, macroconidios con una forma
muy caracteristica de “cola de rata” o “habichue-
la” (fig. 3.10).

TRICHOPHYTON CONCENTRICUM

Morfologia macroscépica. La colonia es de
crecimiento lento, al principio blanca y después
dmbar, marrén o rojo coral, que tiende a hacer-
se rugosa con los subcultivos. La colonia es muy
similar a 1a de T. schoenleinii, pero un poco mas
rugosa y oscura.

Morfologia microscépica. Se observan hifas
tortuosas y ramificadas sin microconidios ni ma-
croconidios, ramificaciones terminales, general-
mente sin abultamiento apical (fig. 3.11).
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Fig. 3.10. Trichophyton verrucosum: a) cultivo en medio de agar dex-
trosa Sabouraud; b) aspecto microscépico del cultivo tedido con azul
de algodon.

Fig. 3.11. Trichophyton concentricum. Hifas septadas con abundantes
vesiculas de diametro variable.
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TRICHOPHYTON SOUDANENSE

Morfologia macroscépica. La colonia es de cre-
cimiento lento, plana o plegada, de color amarillo,
con consistencia de chicle. El reverso es amarillo
intenso o violeta y los bordes son radiados.

Morfologia microscdpica. Se observan hifas
segmentadas en artroconidios y con ramificacio-
nes invertidas o en dngulo recto. Se pueden en-
contrar microconidios piriformes a lo largo de la
hifa (fig. 3.12).

Fig. 3.12. Trichophyton soudanense. Aspecto macroscopico en medio
de Sabouraud con pigmento amarillo al reverso.

TRICHOPHYTON SCHOENLEINII

Morfologia macroscopica. Colonia de aspecto
céreo o ligeramente vellosa, blanca, de superficie
elevada o rugosa, con aspecto de cera de abeja. Los
primoaislamientos se presentan con consistencia
de levadura y microscépicamente se asemejan a la
fase de levadura de Blastomyces dermatitidis. Los
subcultivos tienden a hacerse cada vez mds vello-
sos y dispersos. Algunas cepas tienden a crecer
por debajo de la superficie y provocan depresiones
en la superficie del medio de cultivo.

Morfologia microscépica. Generalmente no se
observan microconidios ni macroconidios. Inme-
diatamente por debajo de la superficie se producen
las hifas caracteristicas en forma de asta o cuerno.

Las ramas terminales en forma de cuerno son fre-
cuentes en otros dermatofitos, pero solamente en
T. schoenleinii se observan extremos hifales abul-
tados. Los cultivos directos de material clinico
consisten en artroconidios en forma de levaduras
esféricas (fig. 3.13).

Fig. 3.13. Trichophyton schoenleinii: a) colonia en medio de Sabouraud
que crece por debajo del medio; b) ramificaciones hifales caracteristicas
en forma de cuerno de reno.

TRICHOPHYTON VIOLACEUM

Morfologia macroscdpica. El cultivo es de cre-
cimiento muy lento: algunas veces demora tres
semanas su desarrollo. La superficie es elevada en
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forma cénica o plegada, glabra o cérea y de color
violeta intenso. Este dermatofito se pleomorfisa
rapidamente, dando lugar a zonas que van desde
el micelio violeta pdlido hasta el blanco, que des-
pués cubren toda la colonia original. Los cultivos
viejos de coleccién se vuelven planos, blancos y
vellosos. El reverso de la colonia también presenta
color purpura (fig. 3.14).

Fig. 3.14. Trichophyton violaceum. En el medio de Sabouraud se obser-
va el color violdceo de este hongo.

Morfologia microscépica. En los medios habi-
tuales son caracteristicas las hifas tortuosas y la
ausencia de conidios. En el interior de las hifas
se encuentran granulos citopldsmicos. Para las re-
siembras se deben utilizar medios enriquecidos
con tiamina (agar Trichophyton nim. 4), donde se
pueden observar algunos microconidios en forma
de clava y macroconidios alargados; ademads, la tia-
mina evita el pleomorfismo rapido de esta especie.

EPIDERMOPHYTON FLOCCOSUM

Morfologia macroscépica. Se observan colo-
nias granulares y bordes radiados, aterronadas o
dispersas, de un color que va del amarillo mostaza
al gris olivo. Algunas colonias son rugosas, con
aspecto de ante, radiadas, de color verde olivo al
reverso (fig. 3.15a).
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Morfologia microscépica. Se observan macro-
conidios con paredes lisas, generalmente abundan-
tes en forma de mazo o raqueta, agrupados en
racimos; presentan dos o cuatro septos. En las
colonias viejas abundan los clamidoconidios, re-
dondeados y de pared gruesa. No se observan mi-
croconidios (fig. 3.15b).

Fig. 3.15. Epidermophyton floccosum: o) colonia plana, radiada o
rugosa; cuando se observa a contraluz es de color verde amarillenta,
pulverulenta en el centro; b) macroconidios abundantes, lisos, en forma
de raqueta y en racimo (en los cultivos viejos se observan clamidaco-
nidios).

MICcROSPORUM CANIS

Morfologia macroscépica. La colonia es de cre-
cimiento rdpido, con tendencia a ser plana, blanca
o amarillenta, toscamente vellosa o algodonosa,
dispersa, con bordes radiales y con un color ama-
rillo intenso o anaranjado al reverso (fig. 3.16a).

Morfologia microscdpica. Se encuentran ma-
croconidios en abundancia, largos, en forma de
huso, de paredes gruesas, con una prominencia
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asimétrica apical en donde es mds evidente la su-
perficie rugosa (espiculas) de estas estructuras,
y casi siempre con mas de seis compartimientos.
Hay escasos microconidios piriformes o en forma
de clava, no diagndsticos de la especie. También
pueden observarse hifas en raqueta, cuerpos pec-
tinados y clamidoconidios (fig. 3.16b).

Fig. 3.16. Microsporum canis: @) colonias vellosas, radiadas, con pig-
mento naranja en el reverso; b) macroconidios fusiformes, equinulados
y abundantes.

MICROSPORUM GYPSEUM

Morfologia macroscépica. La colonia es de
crecimiento rdpido, plana, pulverulenta, con as-
pecto y textura de piel de ante, de color variable
beige, canela y algunas veces con tonos de color
violeta. El reverso puede o no presentar pigmento
de color rojizo o beige (fig. 3.17a).

Morfologia microscdpica. Se observan macro-
conidios en abundancia, simétricos, elipsoidales,
de superficie rugosa o equinulada, con paredes
relativamente delgadas, de cuatro a siete compar-

timientos y agrupados en racimos. Pueden encon-
trarse microconidios en forma de mazo, pero no
son diagndsticos (fig. 3.17b).

Fig. 3.17. Microsporum gypseum: a) colonia de color marrdn claro con
aspecto de ante muy pulverulento; b) macroconidios abundantes en ra-
cimos, fusiformes y equinulados.

MICROSPORUM FULVUM

Morfologia macroscopica. La colonia es de
crecimiento rdpido, plana, de superficie pulveru-
lenta, con aspecto de piel de ante, de color canela
0 rosa, cuya periferia frecuentemente es blanca.
Puede observarse un color rojo oscuro al reverso
(fig. 3.18a).

Morfologia microscdpica. Presenta macroconi-
dios en abundancia, muy semejantes a M. gypseum,
pero mds largos o en forma de bala, frecuentemente
laterales y menos agrupados. Se observan hifas en
espiral, abundantes y ramificadas. También se pro-
ducen microconidios, pero son indistinguibles de
los de otras especies de dermatofitos (fig. 3.18b).
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Micresporum fulwum

MICROSPORUM PERSICOLOR

Morfologia macroscépica. La colonia es de
crecimiento rapido, plana o ligeramente plegada,
vellosa, pulverulenta o con aspecto de ante, fre-
cuentemente con bordes radiados y de superficie
de color amarillo pdlido o rosdceo, con diversos
tonos ocre al reverso. En medios sin azicar, la su-
perficie y la parte inmediatamente por debajo des-
arrolla un tono rosa o vino intenso.
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Morfologia microscépica. Es muy parecida a la
de T. mentagrophytes, con grandes grupos de mi-
croconidios esféricos o piriformes. Son comunes
las hifas en espiral, los macroconidios dispersos,
angostos, en forma de huso o de mazo, general-
mente de seis septos y con equinulas en su super-
ficie (fig. 3.19).

m

Fig. 3.19. Microsporum persicoior: o) aspecto macroscopico de I3

colonia, donde se observa micelio compacto blanquecino tipo granu-

lar; b) aspecto microscopico, hifas cortas en espiral; macroconidios en

forma de mazo, con esquinulas que predominan en el extremo distal;
ios piriformes, redondos y abundantes.

MICROSPORUM NANUM

Morfoiogia macroscopica. La colonia es de
crecimiento rapido, finamente dispersa, de super-
ficie pulverulenta de color ante oscuro, semejante
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a M. gypseum. El reverso frecuentemente presenta
un color blanco amarillento o rosado (fig. 3.20a).

Morfologia microscopica. Los macroconidios
son abundantes, con paredes relativamente delga-
das, equinuladas, de forma oval o elipsoidal, ge-
neralmente con uno o dos septos. Los microconi-
dios tienen forma de clava, no especificos de la
especie (fig. 3.200).
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Fig. 3.20. Microsporum nanum: @) cultivo en Sabouraud, donde se
observan colonias pulverulentas, planas, de color canela claro; b) abun-
dantes macroconidios ovoides, con uno o dos septos y espiculas finas
en la superficie.

PRUEBAS ESPECIALES

Perforacion del pelo in vitro. Muchos derma-
tofitos geofilicos y zoofilicos caracteristicamente
perforan el pelo in vitro por medio de estructuras
hifales especiales llamadas drganos perforantes.
Esta es una prueba confiable para diferenciar al-
gunas especies como T. mentagrophytes de T. ru-
brum, en la que solamente el primero perfora el
pelo (fig. 3.21).

Fig. 3.21. Prueba de perforacion del pelo in vitro: a) drganos perforan-
tes conicos producidos por T. mentagrophytes; b) ausencia de drganos
perforantes cuando se prueba T rubrum.

Ldmpara de luz de Wood. Es una herramienta
util en el diagnédstico de algunas infecciones cuté-
neas de origen fungico. Este procedimiento con-
siste en aplicar en un cuarto oscuro un haz de luz
ultravioleta sobre las lesiones cutdneas. Algunos
hongos y algunas bacterias tienen la propiedad de
fluorescer en diferentes tonalidades de color. Se
utiliza cominmente para demostrar la infeccién
por M. canis.

Las escamas y los pelos infectados muestran
una fluorescencia verde brillante. La luz de Wood
también produce una fluorescencia amarillo oro
en las lesiones de pitiriasis versicolor causadas
por Malassezia, un verde brillante en las lesiones
infectadas por Pseudomonas y un tono rosa en el
eritrasma que es causado por C. minutissimum.
Este procedimiento no es diagnéstico definitivo,
ya que diversos medicamentos tépicos pueden
dar fluorescencia inespecifica. El diagnéstico de-
finitivo siempre debe sustentarse con el examen
microscopico directo y el cultivo.
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Medio de prueba para dermatofitos (derma-
tophytes test medium, DTM). Este es un medio
selectivo que sustituye a otros para el aislamiento
de dermatofitos, ya que excluye a la mayoria de
las bacterias y a muchos hongos contaminantes.
Contiene un indicador de pH que rdpidamente es
afectado por los dermatofitos, variando el color del
medio de amarillo a rojo. Una vez inoculado este
medio con la cepa o producto biolégico por pro-
bar, se incuba a una temperatura de 28 a 30 °C por
no mds de dos semanas. Un periodo de incubacién
mds largo propicia los resultados falsos positivos
de hongos contaminantes morfolégicamente se-
mejantes a los dermatofitos como Chrysosporium
spp y no aumenta la posibilidad de recuperacion
de dermatofitos.

Algunos hongos contaminantes como Clados-
porium o Penicillium spp también cambian el me-
dio a rojo; sin embargo, son faciles de diferenciar
de los dermatofitos por el rdpido crecimiento y
aspecto morfolégico de estos contaminantes. Se
considera que este medio tiene 98 % de seguridad
en el diagnodstico de las dermatofitosis en el ser
humano (fig. 3.22).

C.albicans.
. i s
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Fig. 3.22. Prueba para diferenciacion de dermatofitos (DTM). En la
prueba positiva, los dermatofitos hacen cambiar la coloracién del medio
del amarillo al rojo.

Prueba de la ureasa. Es titil para diferenciar T.
rubrum de T. mentagrophytes. En los medios de
urea, T. rubrum presenta una actividad de ureasa
débil o ausente antes de 14 dias; en cambio, T.
mentagrophytes demuestra una fuerte actividad
de ureasa antes de 7 dias.
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Intradermorreaccion (IDR). Prueba inmunolé-
gica a base de tricofitina, que es un filtrado de cul-
tivo de T. mentagrophytes utilizado como prueba
de hipersensibilidad celular tardia, y no procede
para el diagndstico; sin embargo, se utiliza para
valorar estados de hipersensibilidad a los derma-
tofitos. Por la alta frecuencia de positividad de la
tricofitina en las personas, ésta forma parte de
la bateria de antigenos utilizados para valorar en
términos generales las condiciones de la inmuni-
dad celular en pacientes, en quienes generalmente
se aplican: tricofitina, candidina, PPD y varidasa.
Histopatologia. No constituye un procedimien-
to de eleccion para el diagnéstico de las dermatofi-
tosis, salvo en las formas inflamatorias y granulo-
matosas profundas, donde se observan reacciones
histopatoldgicas caracteristicas y la presencia de
filamentos de dermatofitos en los tejidos. Los cor-
tes deben ser tefiidos con hematoxilina-eosina y
con la tincién de PAS para observar tanto la reac-
cién inflamatoria como las hifas tefidas en rojo.

Una reaccidn alérgica exagerada da lugar a la fo-
liculitis y perifoliculitis, formando el querion de Cel-
so, que inicialmente consiste en una reaccién leu-
cocftica aguda en la dermis profunda y en el tejido
subcutdneo. Gradualmente el infiltrado celular se
convierte en un infiltrado de tipo crénico que altera
totalmente la arquitectura normal del tejido.

En la perifoliculitis nodular y en el granuloma de
Majocchi o tricofitico, generalmente causado por T.
rubrum, se observan conidios y micelio en el folicu-
lo piloso y en el infiltrado inflamatorio de la dermis.
En ocasiones se observan estructuras semejantes
a conidios, de forma irregular, que pueden medir
6 pm de didmetro y que corresponden a la presen-
cia de conidios y micelio liberados por la ruptura de
la pared del foliculo, producida por la reaccién de
un cuerpo extrano y la formacién de granulomas.
Se observan leucocitos, histiocitos, células epitelioi-
des y algunas células gigantes.

PITIRIASIS VERSICOLOR Y
DERMATITIS SEBORREICA

DEScRriPCION

La pitiriasis versicolor es una infeccién micéti-
ca del estrato cérneo de la piel, caracterizada por
manchas hipercrémicas o hipocrémicas, de forma
irregular y que presentan una descamacioén fina.
Se localiza con mayor frecuencia en el tronco, el
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cuello y los brazos. Las lesiones son asintomaticas
y pueden confluir formando manchas extensas y
abarcar toda la cara anterior o posterior del torax.

Los agentes etiologicos son levaduras del género
Malassezia, hongos dimdrficos que forman parte de
la biota comensal humana, y se localizan en las zo-
nas seborreicas de la piel, como son: la piel cabellu-
da, las regiones retroauriculares, las alas de la nariz
y la parte superior del manubrio del esternén.

En la actualidad, el género Malassezia estd com-
puesto por 13 especies; las siete primeras: M. furfur,
M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M.
slooffiae, M. restricta y M. obtusa, se establecieron
tomando como base la morfologia y diversas prue-
bas fisioldgicas. Las otras seis especies: M. dermatis,
M. japonica, M. yamatoensis, M. equi, M. caprae y
M. nana, se establecieron con base en estudios mo-
leculares con ADN y ARN. En las infecciones cutd-
neas, las especies implicadas con mayor frecuencia
son M. globosa, M. sympodialis y M. furfur.

La micosis es mds frecuente en las personas
que habitan en lugares de clima cdlido y humedo,

como son las regiones costeras tropicales, en don-
de la frecuencia llega a ser hasta de 50 %. No exis-
te predominio de sexo y es mds frecuente en los
adultos jévenes.

Ademas del clima, se han senalado otros facto-
res predisponentes a la infeccién: aplicacién local
de corticosteroides, desnutricién, cambios lentos de
la epidermis y predisposicién genética.

En otra entidad clinica, la dermatitis seborreica
también se asocia con frecuencia a Malassezia
spp. El cuadro clinico se caracteriza por placas
eritematosas, descamativas y papulas, que son
pruriginosas. Se localizan principalmente en dreas
seborreicas como la piel cabelluda y regién cen-
trofacial. En la piel cabelluda, a esta descamacién
se le conoce como caspa, en tanto que en la cara
puede producir lesiones que semejan a “alas de
mariposa” y debe hacerse diagnéstico diferencial
con otras dermatosis como rosdcea y demodecido-
sis. Actualmente se ha demostrado que la patolo-
gia se debe a hipersensibilidad a los metabolitos de
levaduras de Malassezia spp (cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Especies de Malassezia identificadas por pruebas bioquimicas y fisiolégicas.

.M. furfur

M. sympodialis
: Levaduras pequeiias de 2 a 5 pm
Contenidode G + C, 62.2%

M. globosa
algunos filamentos
Contenido de G + C,53.3 %

M. slooffiae
textura quebradiza

Levaduras cilindricas de 1.5 a 3.5 pm

Contenido de G + C, 68.7 %
M. obtusa

M. restricta
Prueba de catalasa negativa

M. pachydermatis

Datos tomados de:

Crespo, E. V. y Delgado, F. V., Curr. Op. Infect., Dis., 15:133, 2002.
Guillot, J., Guého, E., Lesourd, M. v cols., J. Mycol., Med., 6:103, 1996.

Maenza, J. R. y Merz, W. G., Clinical Mycology, Churchill Livingstone, 2003,

Colonias convexas, de superficie lisa o rugosa, color crema
- Levaduras alargadas de hasta 6 pm de didmetro
Contenido de G + C, 66.4 %

Colonias planas, de superficie lisa y brillante

Colonias de superficie rugosa, marron claro
Levaduras esféricas de 6 a 8 pm, en cuyos cultivos se observan

Colonias con pliegues muy finos, de color crema u ocre y

Levaduras cilindricas de 2 X 6 pm

Levaduras esféricas u ovoides de 2 X 4 um

Especie no lipofilica que se aisla de canidos y rinocerontes

Se asocia con infecciones
sistémicas

Pitiriasis versicolor
Dermatitis seborreica
Otitis

Pitiriasis versicolor
Dermatitis seborreica
Foliculitis

Pitiriasis versicolor

Pitiriasis versicolor

Dermatitis seborreica

Foliculitis
Infecciones sistémicas
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ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Escamas de lesiones superficiales para ambos
cuadros clinicos.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo

Pitiriasis versicolor. Las escamas aclaradas
con KOH al 15% o tenidas con azul de metile-
no muestran levaduras redondas de 4 a 8 pm de
didmetro, agrupadas en racimos. Estas estructuras
estdn mezcladas con filamentos gruesos, cortos,
rectos o ligeramente angulados y sin ramificacio-
nes. A esta forma se le conocia como Pityrosporum
orbiculare y se decia que era la forma parasitaria;
actualmente es incorrecto nombrar asi a los agen-
tes etiolégicos de esta micosis (fig. 3.23).

Fig. 3.23. Examen directo de escamas de piel parasitadas por Malas-
sezia spp. Levaduras redondas, abundantes y en agrupaciones, con fila-
mentos cortos, gruesos y angulados: a) preparacion con KOH; b) prepa-
racion con azul de algodén lactofenol y contraste de fases.

booksmedi
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Dermatitis seborreica. Es suficiente hacer un
examen directo de escamas y aplicarles una gota
de azul de metileno. Se observan a 100X, con lo
cual se detectan fdcilmente levaduras alargadas en
forma de botella de 3 a 5 micras de didmetro; a
esta forma del hongo se le llamaba Pityrosporum
ovale y se decfa que era la forma no pardasita del
hongo. Actualmente las dos formas de Pityrospo-
rum: orbiculare y ovale, son sinénimos de Malas-
sezia spp (fig. 3.24).

Fig. 3.24. Malossezio spp (P ovale). Levaduras alargadas (forma de
botella) en escamas, obtenidas de una lesién de dermatitis seborreica
{tincién con azul policromo.)

Cultivo. No es un procedimiento que se practi-
que rutinariamente en el laboratorio, ya que para
establecer el diagndstico, basta con la observacion
microscépica directa; sin embargo se pueden ob-
tener los cultivos a partir de las muestras de cual-
quiera de los dos cuadros clinicos. Las escamas se
siembran en ADS con antibidticos v 2 % de aceite
de oliva o mejor atin en agar Dixon se incuban a
37 °C, con lo que se obtiene desarrollo de las colo-
nias en cinco a siete dias (fig. 3.25).

Fig. 3.25. Malossezia spp. Colonias redondas, levaduriformes, blanco-
amarillentas, de consistencia cremosa en agar Dixon.
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El examen directo del cultivo con azul de al-
godén muestra levaduras alargadas en forma de
botella, redondas o cilindricas y en algunos casos
también muestran filamentos.

PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Aun no existen técnicas adecuadas para el diag-
nostico, aunque se esta valorando la efectividad
de la prueba de ELISA en la dermatitis seborreica.

PRUEBAS ESPECIALES

Luz de Wood. En la pitiriasis versicolor, es ntil
para el diagnéstico y también para determinar la
extension de las lesiones, ya que con luz normal,
el tamafio de la lesidn es menor que el que se ob-
serva bajo esta iluminacién en la cual las lesiones
dérmicas presentan una fluorescencia de color
amarillo o naranja (véase “Pruebas especiales para
dermatofitos™). En la dermatitis seborreica no se
ha demostrado la utilidad de este tipo de luz.

TINA NEGRA

DEescriPCION

Es una infeccién del estrato cérneo de la piel,
causada por un hongo saprofito llamado Hortaea
werneckii. Se desconoce el mecanismo de infec-
cién, pero al parecer se produce por el contacto
directo con el hongo que vive en el suelo y en
detritus vegetales. Es mds frecuente en el sexo
femenino en una relacién de 3:1 y en personas
menores de 30 afios. No se conocen los factores
predisponentes, aunque muchos de los pacientes
refieren hiperhidrosis. La micosis es mads frecuen-
te en zonas tropicales, siendo América Central,
América del Sur y el Caribe las regiones donde con
mayor frecuencia el padecimiento se presenta en
las personas. En el contexto general de las mico-
sis, se puede considerar a la tifia negra como poco
frecuente.

Las lesiones clinicas se localizan principalmen-
te en las palmas, aunque pueden presentarse tam-
bién en los dedos y el dorso de la mano, asi como
en los brazos y plantas. Generalmente son lesiones
unicas, maculares, muy superficiales, de color ma-
rron oscuro o negro, de forma irregular y bordes
precisos, poco descamativas y no pruriginosas.

EsPECIMEN BIOLOGICO

* Escamas de piel.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. En las escamas aclaradas
con KOH al 15 % se observan hifas con trayectos
tortuosos, de color marrén, de aproximadamente
S pm de didmetro, con gran niimero de ramifica-
ciones. Las hifas estdn formadas por células re-
dondas u ovales. El extremo distal de las hifas es
hialino (fig. 3.26).

Fig. 3.26. Hortoea werneckii. Presencia de filamentos demacidceos en
escamas de piel, aclaradas con KOH.

Cultivo. Hortaea werneckii es un hongo de
crecimiento lento; en un periodo de 15 a 21 dias
aparece una colonia blanca-grisdcea, de superficie
brillante, con bordes irregulares y que finalmente
adquiere un aspecto velloso de color verde oscuro
o negro (fig. 3.27a).

En el examen microscdpico se observan célu-
las de tipo levadura, con un tabique central y con
los extremos terminados en punta. A partir de la
colonia verde oscuro o negro y vista por el micros-
copio, se observan hifas tortuosas, con numerosos
septos y anélides que producen conidios ovalados,
aglomerados y bicelulares (fig. 3.27b).

Pruebas bioquimicas. Hortaea werneckii hidro-
liza la caseina, prueba que permite diferenciarlo
de Exophiala jeanselmei v de Wangiella dermati-
tidis, hongos con los que se puede confundir fa-
cilmente.
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Fig. 3.27. Hortaea werneckii: a) en medio de Sabouraud, colonias ne-
gras, vellosas, circunscritas, de bordes bien definidos; b) filamentos pig-
mentados, con microconidios alargados, bicelulares, agrupados, que se
originan a partir de fidlides.

PIEDRA NEGRA

DEescripcION

Es una micosis que afecta principalmente los
pelos de la cabeza. Clinicamente se caracteriza
por la presencia de nodulaciones duras, muy ad-
herentes, de 1 0 2 mm de didmetro, de color ma-
rrén oscuro o negro; no hay invasion en el interior
del pelo. El padecimiento es asintomatico v sélo
es importante para el paciente desde el punto de
vista estético.

PIEDRANEGRA 51

El agente etioldgico es Piedraia hortae, un Asco-
mycete marron oscuro de la subclase Loculoas-
comycetes. La enfermedad predomina en jévenes
del sexo masculino que habitan en zonas tropi-
cales. El mecanismo de infeccién es por contacto
directo, o bien, por fomites como peines, sombre-
ros u otros objetos que deben ser de uso personal.
Esta micosis estd poco extendida a nivel mundial,
aunque existen informes de algunos brotes epidé-
micos.

ESPECIMEN BIOLOGICO

* Pelo.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. En los pelos aclarados con
KOH al 15 % se observan nodulaciones superficia-
les, formadas por filamentos ramificados, unidos
fuertemente por un cemento de color negro. En
el interior de las nodulaciones se observan cavi-
dades que contienen ascas que poseen cuatro u
ocho ascosporas, ademds de algunas estructuras
levaduriformes (fig. 3.28).

Fig. 3.28. Piedra negra. Aspecto macroscdpico de un pelo parasitado
por Piedraio hortae. Las nodulaciones negras estan formadas por mice-
lios y ascas con ascosporas. (Cortesia de F. Mariat.)

Cultivo. El agente etiolégico es de crecimiento
lento. Se observan colonias de color marrén oscuro
0 negro, dos o tres semanas después de la inocu-
lacién en los medios de Sabouraud simple y Sa-
bouraud antibidtico incubados a 25 °C. Se encuen-
tran, vistas por el microscopio, hifas septadas y
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ramificadas, con clamidoconidios abundantes. En
el centro de la colonia se pueden observar los locu-
los dentro de los cuales se desarrollan las ascas.

PIEDRA BLANCA

DEescripCION

Es una afeccion micotica de los pelos de la cabe-
za, bigote, barba o pubis, causada por hongos del
género Trichosporon: T. ovoides v T. inkin. Aun-
que no se ha obtenido su forma de reproduccién
sexual, estudios morfoldgicos y de secuencia de
ARN permiten ubicarlos en los basidiomicetos.

Clinicamente la micosis se caracteriza por la pre-
sencia de nodulaciones de 1 a 2 mm de didmetro,
de color blanco-amarillento, adheridas firmemente
a los pelos de la region afectada. Las nodulaciones
forman cadenas irregulares que son mas abundantes
en el extremo distal del pelo afectado (fig. 3.29).

a_)l

La infeccidn es asintomadtica y puede pasar in-
advertida por el paciente durante algin tiempo.

La frecuencia de esta micosis es baja, aunque el
agente etioldgico tiene una distribucién muy am-
plia en la naturaleza, sobre todo en zonas templa-
das y tropicales. El hongo se ha cultivado a partir
de aguas estancadas, madera en descomposicidn
y esputo de personas sanas.

Esta infeccion es mds frecuente en personas
jovenes y desaseadas; no muestra predominio de
raza o sexo y es de bajo poder de contagio.

ESPECIMEN BIOLOGICO

* Pelo.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. En los pelos aclarados con
KOH al 15 % se observan nodulaciones formadas
por un conglomerado de hifas ramificadas, hiali-
nas, de 2 a 4 pm de didmetro, que se fragmentan
y forman artroconidios redondos, rectangulares u
ovoides, ademds de blastoconidios de 2 a 4 pm
de diametro.

Cultivo. El espécimen bioldgico se debe sem-
brar en un medio de Sabouraud simple e incubar-
se a 25°C. Los cultivos se desarrollan rdpidamen-
te y en dos o tres dias se tienen colonias de color
blanco o beige, al principio de superficie lisa, que
posteriormente se torna rugosa. La microscopia
de luz muestra hifas hialinas con gran cantidad de
artroconidios y escasos blastoconidios (fig. 3.30).

Fig. 3.29. Piedra blanca: o) concreciones blandas alrededor del pelo, sin
destruccion de la cuticula (10X (Cortesia de R. Arenas); b) acercamiento
que muestra los elementos levaduriformes (40X).

Fig. 3.30. Piedra blanca. Aspecto de la colonia de Trichosporon sp, co-
lonias blanguecinas, de aspecto levaduriforme, en ocasiones vellosas.
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OTOMICOSIS

DEescRIPCION

Son infecciones micdticas del conducto auditi-
vo externo (CAE) en el cual, bajo ciertas condicio-
nes predisponentes (como vivir en zonas hime-
das y cdlidas, practicar con frecuencia natacion,
uso de proétesis auditivas, infecciones bacterianas,
administracién de corticosteroides y de antibioti-
cos en forma tdpica, o bien, traumatismos) se des-
arrolla alguno de los agentes de la biota micética;
por tanto, la etiologia es variada. Los principales
agentes son: Aspergillus fumigatus, A. niger (véa-
se cap. 7), Candida albicans, Scedosporium apios-
permum, Scopulariopsis brevicaulis, Acremonium
y Penicillium spp (fig. 3.31).

El cuadro clinico de la otomicosis es muy
variable; muchos pacientes con infecciones del
CAE solo refieren prurito e hipoacusia; otros, en
cambio, refieren prurito intenso o incluso dolor.
La exploracion fisica muestra en muchos casos
colonias del agente que tapizan la superficie del
CAE.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

¢ Exudado del conducto.
* Material de raspado del conducto.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Se coloca la muestra entre
el portaobjetos y el cubreobjetos, agregando dos
gotas de KOH al 15 %. La observaciéon microsco-
pica pone de manifiesto los elementos flingicos,
que pueden ser levaduras, filamentos y conidios
aislados, o bien cabezas aspergilares o aparatos
conidiales de Aspergillus o Penicillium, respecti-
vamente.
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Fig. 3.31. Penicillium aislado de una otomicosis: a) colonias de superfi-
cie aterciopelada o pulverulenta, plana, de color verde metalico; b) mi-
celio hialino, con conidioforos ramificados que dan lugar a métulas y
sucesivamente a fidlides con fialoconidios.
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MICETOMA
DescripciON

El micetoma es una infeccion cronica de la piel
v de los tejidos subyacentes con tendencia a afec-
1ar los huesos. Se caracteriza por un aumento de
volumen relativamente indoloro y fistulas a través
de las cuales se eliminan pus y granos, constitui-
dos por filamentos. Los agentes causales son de
origen exogeno y pueden ser hongos (eumiceto-
ma) o bacterias (actinomicetoma).

La infeccidn se produce por la penetracion del
agente etioldgico a través de heridas en la piel; los
agentes son saprobios y se aislan con facilidad a
partir de tierras de cultivo. Por esta caracteristi-
ca, el padecimiento es mds frecuente en jovenes
o adultos jovenes que desempenan actividades
agricolas, en quienes puede causar invalidez y
aun la muerte en caso de no ser diagnosticados y
tratados adecuadarnente.

La infeccion puede localizarse en cualquier seg-
mento corperal, pero se presenta con mayor ire-
cuencia en los miembros inferiores, debido al gran
numero de traumatismos que sufren los campesi-
nos en los pies por trabajar descalzos, o con calza-
1o descubierto, durante las faenas del campo.

El micetoma es de distribucion mundial; sin
mbargo, predomina en los paises situados en el
inturén intertropical. En América se ha obser-
ado en casi todos los paises, principalmente en

Micosis subcutaneas

Brasil, Colombia y Venezuela. En México se tiene
la frecuencia mds elevada del continente, siendo
el actinomicetoma el mas cominmente observado
(97.7 %).

Los actinomicetales, causantes de micetoma, se
agrupan en tres géneros con diferentes especies:
Nocardia brasiliensis, N. caviae, N. asteroides, Ac-
tinomadura madurae, A. pelletieri y Streptomyces
somaliensis.

El nimero de hongos que pueden causar mice-
toma es muy grande, pero los principales agentes
etioldgicos del eumicetoma son los siguientes: Ma-
durella mycetomatis, M. grisea, Pyrenochaeta ro-
meroi, Scedosporium apiosperinum, Leptosphaeria
senegalensis, Acremonium kiliense, A. recifei y A.
falciforme.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Material seropurulento.
* Material obtenido por biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Se realiza a partir del material
que drena por la fistula, el cual contiene los granos
que, dependiendo del género y la especie, presen-
tan caracteristicas que permiten determinar el tipo
de micetoma y una aproximacion taxondmica del
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agente etiolégico. En la mayoria de los casos, los
granos son microscépicos, por lo que para visua-
lizarlos mejor se agrega una gota de solucién de
KOH al 15 % o cualquier colorante simple, como
la eritrosina o azul de algodén. Los granos del gé-
nero Nocardia son de color amarillento en forma
de rifndn constituidos por elementos bacilares fi-
nos y rodeados de clavas, en la mayoria de los
casos (fig. 4.1).

Fig. 4.1. Granos de micetoma por Nocardio sp. Examen directo: o) gra-
nos de color amarillento, en forma de rifidn, rodeados de gran cantidad
de piocitos (25X]; b) granas con clavas periféricas (40X); ¢ grano tefiido
con eritrosina; d) grano observado a través de un filtro de color en el
que se aprecian claramente las clavas en la periferia.

0_”-- 'W""! i

Los granos eumicéticos son de mayor tamano
que los actinomicéticos, pueden ser observados a
simple vista en el material patoldgico v estdn cons-
tituidos por hifas gruesas y vesiculosas; la mayoria
de ellos estdn unidos por un cemento intersticial,
como los de M. mycetomatis, M. grisea, S. apios-
permum, P. romeroi, A. kiliese y otros (fig. 4.2).

Fig. 4.2, Granos eumicéticos (Madurella mycetomatss): a) aspecto ma-
croscopico donde se ven granos grandes, de color oscuro; b] aspecto
microscopico donde se observan los filamentos gruesos y septados que
lo forman.
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Algunos agentes de actinomicetoma producen
también granos macroscépicos; tal es el caso de
los micetomas por Actinomadura madurae. Se
debe poner especial atencién en el didmetro de
los filamentos, pues cuando este es menor de 1
micra, se trata de un actinomicetoma y, cuando el
didmetro del filamento es de 3 micras o mds, es un
grano de eumicetoma; esto es muy importante, ya
que los medios de cultivo y el tratamiento serdn
diferentes para cada tipo de micetoma.

Frotis. Se realiza a partir de los exudados, los
cuales, en caso de contener granos demasiado
grandes, deben fragmentarse con ayuda de un
mortero y solucién salina, o bien, a partir de los
cultivos. Esta técnica permite conocer la afinidad
tintorial del agente etiolégico y visualizar con ma-
yor detalle los filamentos que constituyen los gra-
nos. Las técnicas de tincién mds empleadas para
los actinomicetales son las de Fite de Kinyoun y la
de Gram para todo tipo de agentes.

Cultivo. En el caso de que los granos hayan
sido obtenidos del exudado de las fistulas, éstos
deberdn lavarse con solucién salina isoténica va-
rias veces, hasta limpiarlos, para poder sembrar-
los, aunque siempre serd preferible realizar el cul-
tivo a partir de los granos obtenidos del centro de
una pieza de biopsia, los cuales no necesitardn ser
lavados para obtener un cultivo puro. Los granos
formados por actinomicetales se deben sembrar
en uno o varios de los siguientes medios: agar
sangre, infusién cerebro-corazén, medio de Lo-
wenstein Jensen v Sabouraud simple con extracto
de levadura; los cultivos se incubardn en aerobio-
sisa37 vy 25°C (figs. 4.3 vy 4.4).

Fig. 4.3. Colonias de actinomicetales causantes de micetoma. De iz-
quierda a derecha: A moduroe, A pelletieriy S. somaliensis. Se observa
la variabilidad de color, forma y aspecto de la colonia

37

Fig. 4.4. Nocardio brosifiensis: gl colonia de aspecto cerdceo, de su-
perficie rugosa, blanca amarillenta o naranja; b) bacilos filamentizados,
finos, a partir de una colonia (tincion de Fite).

En la figura 4.3 se muestran los diferentes as-
pectos y coloraciones de los actinomicetales pa-
tégenos. Nocardia brasiliensis, el mds frecuente
de los agentes de actinomicetoma, se muestra en
la figura 4.4. Si los granos provienen de un caso
de eumicetoma, se sembrardn en medios de Sa-
bouraud simple y con antibiéticos y se incubaran
a 25°C en aerobiosis. La morfologia colonial de
estos hongos es muy variable (fig. 4.5); M. myce-
tomatis es uno de los principales agentes de eu-
micetoma (fig. 4.6).

Pruebas especiales. En los casos de actinomi-
cetoma, el estudio de las caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas de los granos y de los culti-
vos no conduce a un diagnéstico etioldgico preciso
de género y especie. Para diferenciar N. brasilien-
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Fig. 4.5. Aspecto colonial de diferentes agentes de eumicetoma, en
os cuales se pone de manifiesto la gran variabilidad morfolagica que
existe entre ellos

Fig. 4.7. Hidrolisis de caseina. En la parte superior se observan pruebas
positivas en N. brasiliensis y en la parte inferior pruebas negativas en
N. asteroides.

Fig. 4.6. Madurello mycetomatis. Aspecto microscopico del cultivo en
Sabouraud simple. Se observa micelio de hifas tortuosas, con gran can-
tidad de células vesiculosas y algunos clamidoconidios.

sis de N. asteroides son de gran utilidad las prue-
bas de hidrélisis de la caseina (fig. 4.7) y de creci-
miento en gelatina al 0.4 % (fig. 4.8). Para el resto
de los actinomicetos se recurre a estas pruebas, asi
como a la descomposicion de la xantina, hipoxan-
tina y tirisona.

En el cuadro 4.1 se presentan las principales
pruebas fisiolégicas empleadas para diferenciar a
los mds importantes géneros y especies de actino-
micetales.

En el caso de los agentes de eumicetoma, el estu-
dio morfolégico nos permite identificar claramente
las diferentes especies. Cuando existen dudas, se
puede recurrir a otras pruebas como el API-20, el

Fig. 4.8. Crecimiento en gelatina al 0.4 %: a la derecha, prueba positiva
en la que se muestra crecimiento de N. brasiliensis; a la izquierda, prue-
ba negativa con N. asteroides.

API-32 y VITEK (utilizacion de azicares). Se ha
probado también la utilidad del sistema API-ZYM,
el cual consiste en una galeria de sustratos que
pone en evidencia la presencia de 19 enzimas di-
ferentes en un cultivo; la lectura se hace por com-
paracién del cambio de color de cada pozo con un
patron proporcionado por el fabricante (fig. 4.9).

Serologia. En la actualidad es de poca utilidad
para el diagnéstico, ya que no se ha logrado la
obtencién de buenos antigenos para realizar las
pruebas.

Histopatologia. Es un estudio muy til para el
diagndstico del padecimiento: con €l se logra, en
la gran mayoria de casos el diagndstico etiolégico,
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Cuadro 4.1. Pruebas de laboratorio empleadas para la clasificacién taxonémica
de los actinomicetales.

*No utilizado.

**Mds de 25% de las cepas.

***Complejo N. Otitidiscaviarum.

Tomado v modificado de Bert, D. (1) y de Gonzdlez-Mendoza y F. Mariat {11).

Fig. 4.9. Prueba de API-ZYM. Patrones enzimaticos caracteristicos en algunos agentes de eumnicetoma.
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ya que muchos de los agentes del micetoma pre-
sentan una morfologia y afinidad tintorial caracte-
risticas (fig. 4.10).

En los cuadros 4.2 y 4.3 se presentan las princi-
pales caracteristicas de las bacterias y de los hon-
gos causantes de micetoma.

En el caso de los eumicetomas, el diagnosti-
co etioldgico preciso en ocasiones no es posible
realizarlo debido a que existe un gran nimero de
agentes con gran variedad en la morfologia de los
granos, y en muchos casos el cultivo suele ser ne-
gativo (figs. 4.11).

Fig. 4.10. Granos de agentes de actinomicetoma en cortes histopatoldgicos: o) N. brasiliensis, la forma es arrifionada o
irregular, centro claro y rodeado por una gran zona de hipercelularidad; &) A. modurae, granos grandes (1 a2 5 mm), con
un contorno cartografico y gran cantidad de zonas vacias en su interior; ¢ 5 somaliensis, granos redondos, la presencia
de cemento ocasiona que al corte con el microtomo se formen estriaciones por fractura; d) A pelletieri, granos que se
tifien intensamente con el predominio en la periferia y semejan piezas de un cuerpo redondo fragmentado.

Fig. 4.11. M. mycetomatis. Corte histoldgico: al granos, en los que se observan células vesiculosas y filamentos gruesos
[10X); &) acercamiento de un grano en el cual los filamentos son mas evidentes, observindose espacios vacios (25X).
Todos los granos estan rodeados de gran cantidad de células inflamatorias.
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N. asteroides
N. caviae

A. madurae

A. pelletieri

Cuadro 4.2. Caracteristicas de los agentes de aclinomicetoma.

G Examen directo  Histopatologia

N. brasiliensis Granos que miden Granos arriionados

entre 150 a

500 pm,
blandos,
lobulados,
ocasionalmente
con clavas en

la periferia, de
color amarillento

Granosde 1 a
5 mm de
didmetro, de
color blanco,
amarillento,
lobulados y de
consistencia
blanda, algunos
son de color
rosado

Granos de 200 a
500 pm de
didmetro, de
color rojo coral,
de consistencia
dura, redondos u
ovalados

5. somaliensis Granos de

250 pm a 2 mm,
redondos o
multilobulados,
de consistencia
dura, el color

es amarillo o
marrén

Tomado y modificado de Marnat, F. (22].

Colonias rugosas,

o vermiformes, de aspecto y
formados por consistencia
filamentos finos cericea de
menores de 1 pm color blanco
de didmetro amarillento o
anaranjado,
se desarrollan
en dos o tres
semanas
Granos que se tifien  Crecimiento
intensamente moderadamente
en la periferia, rdpido, de
con aspecto aspecto
cartografico; el celebriforme o
centro del grano membranoso,
es irregular. de color beige
En la periferia o ligeramente
se observan rosado
filamentos largos,
algunas veces
con un material
eosinofilico
Granos de forma Colonias de
oval u esférica, crecimiento
fijan intensamente  muy lento,
el colorante al inicio de

de manera color blanco,
homogénea, después rosado
se observan y por tltimo
fragmentados y rojo cereza,
dan la imagen de de aspecto
“plato roto” granuloso
Granos de forma Colonias de
oval, con estrias crecimiento
paralelas causadas  moderadamente
al ser cortados rdpido, de 10
por el microtomao, a 15 dias, de
va que son muy color beige
duros con manchas

oscuras en la
superficie, son
de aspecto

ceraceo
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Filamentos finos,

61

cortos o largos,
con ramificaciones |
en niimero
variable, formados |
por elementos 5
bacilares o
cocoides, con

4cido alcohol
resistencia parcial,
con un didmetro
menor de 1 pm

Filamentos largos,

ramificados, de
didmetro menor a

1 pm; se observan
cadenas de esporas |
esféricas. Los
filamentos son
grampaositivo y

no dcido alcohol
resistentes

Colonias formadas

por filamentos |
finos, constituidos |
éstos por ’
elementos

bacilares; no
presentan dcido
alcohol resistencia

Filamentos finos,

no se observan
fragmentaciones,
presentan cadenas
de esporas, son
grampositivo y no
presentan dcido
aleohol resistencia
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Cuadro 4.3. Caracteristicas de los agentes de eumicetoma.

deﬁm

N. mycetomatis Granos de 0.5 a
1 mm, negros,
redondos o
lobulados, duros
v quebradizos;
se observan
filamentos de 2 a
5 uym de didmetro

Granos negros,
redondos o
lobulados, de
1 mm de didmetro
aproximadamente;
blandos al
principio y
después muy
duros

M. grisea

P. romeroi Igual a M. grisea

L. senegalensis Granos negros,
redondos o
multilobulados, de
1 mm de didmetro
en promedio

S. apiospermum Granos blandos,
de color blanco,
reniformes
u ovales, sin
cemento, miden
de1a2mmde
didmetro

Tomado y modificado de Mahgoub, E. 5, (21).

Htsmpmobgfa
Granos de dos tipos:

1. Compactos,
homogéneos,
bilobulados o
multilobulados;
filamentos septados
v ramificados.

2. Vesiculosos,
regulares, de
bordes netos y
vesiculas en la
periferia, de 6 a
20 pm de didmetro

Granos ovalados,

reniformes o
vermiformes
filamentos densos,
de aspecto hialino;
el centro es
vesiculoso y son
muy pigmentados en
la periferia

Igual a M. grisea

Granos redondos o
multilobulados, de
bordes dentados
formados por
filamentos
vesiculosos,
septados, con
cemento mds
abundante en la
periferia

Granos reniformes u
ovales, formados
por hifas hialinas de
5 pm de didmetro,
se observan células
vesiculosas de 10 a
15 ym de didmetro
sin cemento

Cultivo a 25 °C

Crecimiento lento,

colonias blancas y
vellosas al inicio,
después toman un
pigmento marrén
oscuro que difunde
al medio, superficie
plana o convexa. En
medios pobres se
observan esclerotes;
crece bien a 37°C

Crecimiento lento,

planas en la
periferia y centro
cerebriforme;
superficie
aterciopelada, de
color verde grisiceo
y esclerotes,

escaso o ninglin
crecimiento a 37 °C

Crece moderadamente

rapido, colonias
planas lanoso-
algodonosas

en el frente,
inicialmente blancas
¥ posteriormente
verde-grisdceas,
reverso Oscuro

Colonias de

crecimiento rdpido,
color blanco
grisdceo al principio,
después marrén,
producen pigmento
rojo que difunde al
medio

Cultivos de

crecimiento rdpido,
de color blanco o
ligeramente gris, de
superficie plana y
vellosa
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Examen de cultivo
Filamentos septados
y ramificados, con
vesiculas color
marrén. En cultivos
viejos, conidios
piriformes en nimero
reducido v fidlides
con collaretes

Filamentos septados,
fuliginosos, del1a3
pm de didmetro, no
presentan conidiacién
de ningtin tipo, sélo
clamidoconidios

Filamentos
pigmentados; se
observan picnidios
(con fidlides y
conidios en el
interior), conidios de
ovales o alargados v

ligeramente curvos

Hifas hialinas o
marrén, con escasos
clamidoconidios. En
medios pobres se
observan peritecios o
cleistotecios de color
negro, que miden
de 100 a 300 pm de
didmetro

Se observan filamentos
hialinos, conidiéforos
y aneloconidios
ovoides o piriformes,
que al tenirlos de azul
de algoddn se observa |
la periferia con gran |
afinidad tintorial y el
centm clarn
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ESPOROTRICOSIS
DescrIPCION

Es una micosis subcutdnea, subaguda o crdéni-
¢a, causada principalmente por un hongo dimdrfi-
co llamado Sporothrix schenckii. No obstante, por
estudios moleculares, se ha determinado que hay
otras especies de Sporothrix, 1as cuales no se pue-
den diferenciar por estudios morfolégicos, tales
como 8. globosa, S. albicans, S. inflata, S. luriei, S.
brasiliensis y 5. mexicana.

Sporothrix schenckii es la especie mas frecuente
como causa de esporotricosis ¥ es un hongo sapro-
bio facultativo con amplia distribucion mundial,
que se aisla del suelo, de la madera y de las plantas
espinosas (rosas, bugambilias, etc.), por lo que la
micosis se presenta con frecuencia en jardineros,
floristas, empacadores de loza, amas de casa y en
nifios que juegan entre las plantas. La esporotrico-
sis se distribuye mundialmente, aunque predomina
en México, Centroamérica v America del Sur.

Estos hongos, al penetrar en el hospedero a tra-
vés de una herida en la piel, causan la esporotrico-
sis subcutdnea y, al penetrar por inhalacién de los
conidios, causan la esporotricosis pulmonar, que
posteriormente se puede diseminar en forma sis-
témica. De esta manera la esporotricosis se divide,
desde el punto de vista clinico, en cutdnea vy exira-
cutdnea. La gravedad de la micosis depende en
gran parte del estado inmunolédgico del paciente.

En la esporotricosis subcutdnea primaria, el cua-
dro clinico es pelimorfo y puede presentarse en cual-
quiera de las siguientes formas: linfangitica y fija.

Linfangitica. Se manifiesta por lesiones que
siguen el trayecto de los vasos linfaticos y que se
inicia como una pdpula en el sitio de inoculacion;
después se transforma en un nddulo, el cual se
ulcera y presenta tendencia a la cicatrizacién.
Después de la primera lesién (chancro de inocu-
lacién) se inflama el trayecto del vaso linfatico,
apareciendo lesiones ascendentes “en escalera” a
lo largo del vaso linfatico con las mismas caracte-
risticas descritas. Esta es la forma clinica que se
presenta con mayor frecuencia.

Fija. Se presenta una lesidn 1inica en el sitio de
inoculacién, cuyo aspecto puede adoptar alguna
de las siguientes formas: en placa, ulcerosa, verru-
gosa, ulceroverrugosa v acneiforme. En esta forma
clinica la lesidn crece en extensidn, pero no se di-
semina a otras partes de la piel. La esporotricosis
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extracutdnea puede afectar a muchos tejidos; las
siguientes son las formas mds frecuentes de pre-
sentacion:

Pulmonar primaria. Es un cuadre clinico de
muy baja frecuencia. Se adquiere por la inhalacién
de conidios de la fase micelial del hongo y la sinto-
matologia que se presenta es muy similar a la de una
tuberculosis, causando en ocasicnes lesiones cavi-
larias que se inician come bronquitis o neumonitis,
acompafadas de fiebre y malestar general,

Osea. Hay lesiones osteoliticas en uno o varios
huesos, que afectan principalmente la tibia, el car-
po. el metatarso, el radio y el fémur. Casi siempre
ocurren a continuacién de una esporotricosis pul-
MOonar primaria.

Artritis. Es relativamente frecuente. Presenta
inflamacidn, dolor, incapacidad de movimiento y
destruccidn de la articulacién con tendosinovitis.
Las articulaciones mds afectadas son las metacar-
pianas y las faldngicas.

Hematdgena. Es rara, pero cuando se disemi-
na por esta via aparecen en diversos sitios de la
piel y mucosas lesiones ulcerogomosas distantes
entre si.

EsPECiMENES BIOLOGICOS

¢ Pus de lesiones cutdneas.

= Exudados.

* Material obtenido por biopsia.
* Material obtenido por puncién.
* Esputo.

D1AGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. No es ttil para esta micosis,
ya que el pardsito se visualiza dificilmente cuando
solamente se agrega a la preparacién solucidn sa-
lina o KOH.

Frotis. Con las tinciones de PAS o de Grocott,
en algunos casos se observan escasas levaduras re-
dondas, ovoides o alargadas,

Cultivo. Es el método mds eficiente para el diag-
néstico y se realiza en medic de Sabouraud con
antibidticos a partir del pus y el esputo, los cuales
se sembrardn directamente, Las piezas de biopsia
se dividen en dos partes: una se fijard y se empleard
en el estudio histopatolégico y la otra se macerard
en un mortero estéril con solucidén salina isotdnica
para sembrarla posteriormente.
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64  CcAP 4. MICOSIS SUBCUTANEAS

Los cultivos se incuban a 25°C y pasados tres
a seis dias de la siembra se inicia el desarrollo de
colonias de color blanco. Después de un periodo
de 10 a 15 dias, éstas toman un color marrén cla-
ro que se torna cada vez mas oscuro, llegando a
ser casi negro en un periodo de 30 a 45 dias. La
superficie de las colonias bien desarrolladas pre-
senta estriaciones que parten del centro hacia la
periferia. La mayoria de las colonias presenta una
elevacion central, lo que junto con las estriaciones
produce un aspecto crateriforme (fig. 4.12a).

El examen microscépico de la colonia demues-
tra un micelio fino, formado por hifas de 1 a 2 pm
de didmetro, con conidiéforos de dimensiones va-
riables que presentan actimulos de microconidios
de dos tipos:

1. Unicelulares, de hialinos a marrén, ovales,
de pared delgada y tipicamente agrupados seme-
jando rosetas en los extremos de los conididforos
(fig. 4.12b).

Fig. 4.12. 5 schenckir: g colonias blancas y otras que se tornan os-
curas con el tiempo, superficie membranosa, con estriaciones radiales
y elevacién central; b) micelio fino, septado, con gran cantidad de mi-
croconidios que se originan directamente de las hifas, o bien, a partir
de conididforos cortos (simpoduloconidios) que en ocasiones da una
imagen caracteristica de “flor de margarita”.

2. Aleuroconidios color marrén, ovales o trian-
gulares, de pared gruesa, sésiles v unidos lateral-
mente a la hifa, presente sélo en primoaislamien-
tos (fig. 4.13).

Pruebas especiales. La morfologia macroscopi-
ca y microscdpica de las colonias es, en la mayoria
de los casos, muy caracteristica y suficiente para
establecer el diagnéstico etiolégico. Sin embargo,
en ocasiones se aislan cepas que no producen pig-
mento y en donde las estructuras conididgenas
pueden no ser las tipicas. Se recurre entonces a
la transformacidn in vitro de la fase micelial a la
fase levaduriforme (parasitaria), la cual se obtiene
sembrando un fragmento de la colonia en medios
enriquecidos, como el de infusidn cerebro-corazén
o el de agar sangre incubada a 37°C. La colonia
de S. schenkii en la fase levaduriforme toma un
aspecto cremoso de color amarillento, en la que
se pueden observar blastoconidios alargados de 4
a 6 pm de didmetro, con algunos fragmentos de
micelio. La especie luriei produce levaduras ge-
mantes, grandes, a menudo septadas, las cuales
no tienen la capacidad de asimilar la creatina ni
la creatinina.

Pruebas inmunolégicas. Las mds importan-
tes son las pruebas serolégicas y la intrader-
morreaccion.

Serologia. Las pruebas seroldgicas son titiles
en aquellos casos de esporotricosis diseminada,
en los cuales no es fdcil la obtencién de produc-
tos biolégicos para hacer el aislamiento. Entre las
pruebas mads utiles se encuentran las siguientes:

1. Aglutinacién de células levaduriformes en
tubo. Se considera positiva cuando el suero
del paciente provoca aglutinacién con dilu-
cidn de 1: 40 o mayor, vy es positiva en 100 %
de los casos de esporotricosis.

2. Aglutinacién de particulas de litex. Se con-
sidera positiva a los mismos titulos que la
anterior.

3. Inmunodifusién. Es positiva sélo en 80 % de
los casos de esporotricosis.

4. Inmunofluorescencia. Su positividad es igual
a la mostrada por la técnica de aglutinacién
de células levaduriformes.

Intradermorreaccion. Se pueden emplear dos ti-
pos de antigenos, uno obtenido del filtrado de cul-
tivo de la fase micelial, llamado polisacaridico v el

edicos.org


https://booksmedicos.org

Fig. 4.13. 5. schenckii. Representacion de diversas formas y disposicio-
nes de los conidios y conidicforos descritos. (Cortesio de F. Mariat.)

otro llamado levaduriforme, obtenido a partir de
una suspension de levaduras inactivadas crecidas
en cultivos enriquecidos. Para ambos antigenos se
realiza la misma técnica, que consiste en la aplica-
cién de 0.1 ml de esporotricina via intradérmica;
la lectura se hace a las 24 y 48 horas. Se considera
positiva si aparece una zona de induracién igual
0 mayor a 5 mm; esta induracién estd rodeada de
una zona de eritema de dimensiones variables.

El antigeno polisacaridico, en caso de provocar
una reaccion positiva, tiene valor diagndstico de la
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enfermedad, ya que la reaccién se
negativiza algunos meses después
de la curacién de la esporotricosis.
El antigeno de la fase levadurifor-
me s6lo nos indica una exposicién
previa sin ser diagndstico del pa-
decimiento; por tanto, este antige-
no se emplea en encuestas epide-
mioldgicas.

Histopatologia. En muchos de
los casos, el estudio histopatols-
gico no revela las estructuras pa-
rasitarias del hongo, aunque en
muy contadas ocasiones, con las
técnicas de Grocott o de PAS, se
observan levaduras alargadas o
redondas de 5 pm de didmetro. A
veces estas levaduras estdn rodea-
das de una gran reaccién inflama
toria y cuya tincién con hematoxi-
lina-eosina presenta radiaciones
con un aspecto de estrella; a es-
tas estructuras se les conoce con
el nombre de cuerpo asteroide, no
siendo éstas patognomdnicas de
esporotricosis, ya que se les puede
encontrar en otras imdgenes histo-
patoldgicas a cuerpo extrano.

En ocasiones también es posi-
ble observar, aunque en muy es-
caso numero, levaduras alargadas
21 llamadas “cuerpos en cigarro”, va

descritas anteriormente. No obs-

tante, lo mas comin es observar

un infiltrado inflamatorio con for-

macion de granulomas y células

gigantes, que ante un cuadro cli-

nico de esporotricosis sugiere el
diagndstico de esta entidad,

Inoculacién en animales. Es una técnica que
se emplea con fines diagndsticos cuando por nin-
guna de las anteriores puede demostrarse el hon-
go. Con el pus obtenido de las lesiones se inocula
al cobayo via intratesticular; en caso positivo, pa-
sados siete a 10 dias, se aprecia una orquitis y en
la observacion microscépica de los frotis hay una
gran cantidad de levaduras alargadas de 4 a 6 um
de longitud v 1 pm de didmetro, que se observan
ficilmente al realizar una impronta vy tincion de
Gram (fig. 4.14a). En los cortes histoldgicos del
érgano inoculado se pueden observar los cuerpos
asteroides (fig. 4.14b).

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

Fig. 4.14. Fase parasitaria de S. schenckil, Obtenidas de animales de
experimentacion, se observan levaduras en forma de cigarro y otras re-
dondas: o) frotis tehido con PAS; b) histopatologia tenida con PAS.

CROMOBLASTOMICOSIS
DescripciOn

La cromoblastomicosis es una infeccidn causa-
da por algunos hongos dimérficos del grupo de
los dematidceos. Es de evolucién lenta y duracién
prolongada. Se localiza en la piel v en el tejido
subcutdneo, diseminandose mds en extensién que
en profundidad. Los agentes causales penetran a
través de la piel por inoculacién traumaética.

Gradualmente se desarrolla una respuesta hi-
perpldsica caracterizada por la formacién de né-
dulos cutdneos eritematosos, verrugosos y poste-
riormente pediculados, de 1 a 3 cm por arriba de la
piel, a manera de vegetacidn, los cuales frecuente-
mente tienen el aspecto de coliflor. A medida que
evolucionan las lesiones, aparecen ulceraciones
de aproximadamente 1 a 3 cm de didmetro, cu-
biertas de material hematopurulento, y en algunos

casos de cromoblastomicosis con evoluciéon muy
prolongada se observan zonas con cicatrices atro-
ficas en el centro de las lesiones.

Las regiones mds afectadas son las piernas y los
pies, pero se han descrito también otras localiza-
ciones como manos, gliteos, pabellén auricular,
pecho y abdomen; en raras ocasiones hay disemi-
nacion linfitica o hematdgena.

Los agentes etioldgicos de la cromoblastomico-
sis son hongos dimdrficos pigmentados. Los prin-
cipales son Fonsecaea pedrosoi, F. compacta, Phia-
lophora verrucosa, Cladophialophora carrionii y
Rhinocladiella aguaspersa. Se conocen algunos
casos causados por Wangiella dermatitidis, Clado-
phialophora ajelloi, C. bantiana y Rhinocladiella
aquaspersa. El micelio, los conidios v las células
parasitarias (cuerpos fumagoides) de los agentes
de la cromoblastomicosis estan pigmentados, en
tonos que van del color marrén claro al oscuro. Su
hdbitat de vida libre es el suelo y los vegetales en
descomposicion.

Esta micosis es mds frecuente en climas tropi-
cales y subtropicales y afecta a personas entre los
30 y los 50 afios de edad, cuya actividad principal
es la agricultura y que generalmente no usan zapa-
tos; es rara en los niflos. Aunque se conocen casos
en todo el mundo, predomina en Ameérica, siendo
mds comtn en México, Cuba, Reptiblica Domini-
cana, Venezuela, Colombia, Ecuador y Brasil. Es
interesante notar que en algunos paises difiere la
frecuencia por especie, asi como la localizacién
corporal de las lesiones.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Escamas.
* Material hemopurulento.
* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. En las preparaciones de es-
camas o material hemopurulento aclaradas con
KOH se observan las células muriformes o fuma-
goides (cuerpos de Medlar), que son estructuras
redondeadas de 4 a 15 pm, de pared gruesa y color
marron, con o sin divisiones y que pueden estar
en grupos o aisladas (fig. 4.15). Los mejores sitios
para tomar la muestra son los puntos negros que
aparecen en la superficie de las lesiones.
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Fig. 4.15. Células fumagoides septadas, en escamas aclaradas con KOH.

Cultivo. Los agentes de la cromoblastomicosis
no se inhiben por la cicloheximida o el cloranfeni-
col, por lo que se puede emplear el medio de Sa-
bouraud con antibidticos, Sabouraud simple, agar
extracto de malta o incluso el agar Borelli, entre
otros. Los cultivos deben mantenerse a 25 °C, por
lo menos, durante seis semanas. Las colonias de
los agentes de la cromoblastomicosis son muy pa-
recidas entre si, siendo todas de color gris, verde
oscuro o negro, con aspecto velloso aterciopelado
(fig. 4.16). La diferenciacién de los géneros y es-
pecies debe hacerse con base en el estudio de la
morfologia microscépica.

Los agentes de la cromoblastomicosis pueden
presentar al estudio microscépico algunos de los
siguientes tipos de conidiacidn: fidlide, rinocladiela
v cladosporio. Dependiendo de la presencia v abun-
dancia de estas formas de conidiacidn, se llega a la
determinativa taxondmica del agente causal.

Tipo fidlide. Corresponde a una célula conidi6-
gena llamada fidlide, que puede ser terminal o la-
teral a la hifa. Generalmente tiene forma de botella
o frasco, corta o alargada con base redonda, oval
o elongada y un cuello estrecho con una abertura
que posee un collarete. Los conidios se forman en
el dpice de la fidlide y se expulsan a través del
cuello, dando la apariencia de “flores en un vaso”.
Los conidios son ovales, hialinos y de pared lisa
sin cicatriz de unién (fig. 4.17).

Tipo rinocladiela. Los conidiéforos son simples
y frecuentemente no difieren de la hifa vegetativa.
Se producen conidios ovales en los extremos y a
los lados de los conididforos. Generalmente son
tinicos y no geman. Cuando se desprenden los co-
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Fig. 4.16. Aspecto macroscopico de algunas colonias de agentes de
cromoblastomicosis. Arriba: F. verrucosa; abajo, izquierda: £ pedrosoi
abajo, derecha: C corrionii
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Fig. 4.17. Fidlides de P. omericona. En un examen microscopico del
cultivo se observan células conididgenas en forma de botella, elementos
caracteristicos. Notese la reproduccidn y presencia de conidios ovoides
en el extremo de éstos

nidios se observa una pequeiia cicatriz de unién
tanto en el conidio como en el conidiéforo. Las
hifas, conidios y conidiéforos son de color marrén
pélido (fig. 4.18).

Tipo cladosporio. Existen dos variedades: corto
y largo. En ambos, nace de la hifa conidiégena un
tallo simple, que sirve como conidiéforo, ligera-
mente alargado en el extremo distal en el que se
forman dos o mas conidios, de los que a su vez
se generan otros conidios secundarios. En la varie-
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Fig. 4.18. Rinocladiela. Forma de reproduccidn en la que los conidios
se producen alrededor del conididforo por un proceso simpodial proli-
ferativo,

dad corta se forman bifurcaciones en arborescen-
cia, de donde se desprenden los conidios que que-
dan libres sin integrar cadenas largas (fig. 4.19a).
En la variedad larga, la conidiacién continia for-
mando largas cadenas; los conidios mds jévenes
estdn en el extremo distal de la cadena (formacidén
acropeta) v cuando se desprenden también pre-
sentan una cicatriz de unién (fig. 4.19 b).

Fig. 4.19. Forma de reproduccion cladosporio: o) corto, que se produce
a partir de conidibforos que geman en forma arborescente y dan lugar a
cadenas cortas de conidios ovoides, caracteristicos de Fonsecaoea pedro-
soi; b) largo, constituido por cadenas ramificadas de seis o mas conidios
ovoides, caracteristicos de Clodophialophora carrionii,
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PHIALOPHORA VERRUCOSA

Morfologia colonial. La colonia es de creci-
miento lento, de color que va del gris olivo oscuro
al negro, al principio elevada y después plana; al-
gunas veces rugosa y con prolongaciones radiales.
Finalmente, un micelio gris cubre la colonia.

Morfologia microscépica. Presenta conidiacion
del tipo fidlide con collaretes claramente visibles
(cuadro 4.4).

CLADOPHIALOPHORA CARRIONII

Morfologia colonial. La colonia es de creci-
miento lento, al cabo de un mes alcanza de 3 a
4 ¢cm de didmetro, es lisa o rugosa y de color olivo
OsCUro.

Morfologia microscopica. Generalmente sdlo
se encuentra conidiacién tipo cladosporio largo.
Los conidios no presentan cicatriz de desprendi-
miento y ocasionalmente se observan fidlides con
collaretes (cuadro 4.5).

FONSECAEA PEDROSOI

Morfologia colonial. Las colonias son de creci-
miento lento, de color marrén oscuro o negro gri-
sdceo, verde olivo o negro, vellosas, de superficie
plana o plegada.

Morfologia microscopica. Conidios marrén en
forma de barril. Presenta los tres tipos de conidia-
cion, en los que predominan los tipos cladosporio
corto y rinocladiela. En las fidlides los conidios no
se encuentran compactados (véase cuadro 4.4).

FONSECAEA COMPACTA

Morifologia colonial. Las colonias son de creci-
miento muy lento, plegadas o elevadas, con aspec-
to velloso y de color negro.

Morfologia microscapica. Es indistinguible de
F. pedrasoi, excepto porque en las fidlides se pre-
senta una forma mds compacta de acimulos de co-
nidios esféricos u ovoides, cuyo tamafo promedio
esde 1.5 % 2 X 3 um (véase cuadro 4.4).

Histopatologia. Las estructuras parasitarias,
llamadas células muriformes o células fumagoi-
des, se observan facilmente cuando se tifien con
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Cuadro 4.4. Cromoblastomicosis: morfologia de los agentes, frecuencia y distribucién geografica.

Género y especie, frecuencia,
distribucion geogrdfica Fidlide

Phialophora verrucosa
Rara

Colombia, Ecuador y Argelia

+++
Cladosporium carrionit
Poco frecuente

Sudéfrica, Australia
Madagascar y Venezuela

Fonsecaea pedrosoi
Frecuente

México,

América Central,
Antillas, Venezuela,

Colombia, Ecuador y e +
Brasil

Fonsecaea compacta
Rara

Rusia, Puerto Rico y S
Estados Unidos

Rhinocladiella aquaspersa
Rara

México, Costa Rica, Brasil y
Venezuela

Tipos de conidiacién
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hematoxilina-eosina. El hongo se observa como
una estructura redonda, de 5 a 15 micras de dii-
metro, de color marrén o amarillo pilido, de pared
gruesa, con o sin septos transversos, aisladas o
en grupos. Con la tincién de Giemsa, el hongo se
observa de color marrén verdoso. El cuadro histo-
l6gico corresponde al de un granuloma por cuerpo
extrafio combinado con microabscesos, hiperque-
ratosis, acantosis y papilomatosis (fig. 4.20). A
continuacién se describen los principales agentes

de la cromoblastomicosis.
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Fig. 4.20. Células fumagoides en corte histoldgico, tefidas con HE.
Las estructuras parasitarias estin dentro de células gigantes multi-
nucleadas.

Cuadre 4.5. Algunas caracteristicas de los agentes mds frecuentes de Feohifomicosis.

Cladophialophora bantiana ~ +

Cladophialophora spp -
Exophiala jeanselmei -
Exophiala spinifera -
Phialophora richardsiae -
Wangiella dermatitidis +

Tomado y modificado de Rippon, J. W. (1988).

¢
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Fase de levadura en

E

Morfologta microscdpica |

Grandes cadenas de conidios (35 0 mds), I
elipticos, de tamario irregular que emergen |
a partir tinicamente de conidiéforos |
ramificados. Presenta termotolerancia hasta |
43°C {

Conidiacién acrépeta de tipo cladosporio. La |
mayorfa de las especies de Cladophialophora
son termoldbiles y no patégenas para los '
animales

En los primeros dias se presentan levaduras
¥, posteriormente, en la fase micelial se da
lugar a conidios con multiples puntos de
gemacion. Los conidios se forman a partir de
anélides alargadas |

En los primeros dias, levaduras y i
posteriormente se presentan conidiéforos i
de apariencia rigida como espinas, simples |
o ramificadas, no refringentes y los conidios |
emergen a partir de un aneléforo que ;
presenta collaretes apicales. Los conidiosy |
conidiéforos presentan puntos miiltiples de
gemacion

Conidiacidn, siempre de tipo fidlide, la cual
tiene forma de botella y su extremo es
amplio y bien delimitado con collaretes a su
alrededor

En los primeros dfas, levaduras.
Posteriormente se presentan fidlides de
extremos inconspicuos, que pueden ser
muy alargadas o cortas y redondas. Tanto
el conidiéforo como el conidio presentan

__puntos miiltiples de gemacién
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LACAZIOSIS (LOBO)
DescripCION

Es una infeccion subepidérmica, crénica y ca-
racterizada por lesiones de tipo queloidiano, no-
dulares y de aspecto verrugoso. Esta micosis estd
causada por Lacazia loboi, hongo al cual sélo se le
conoce en la fase parasitaria, presentandose como
una levadura redonda de 7 a 10 pm de didmetro,
unigemante. Los conidios pueden separarse de
la célula madre o permanecer unidos a ella has-
ta alcanzar el tamano de la célula progenitora y
producir un nuevo blastoconidio, de tal manera
que pueden formarse cadenas de tres a 20 blas-
toconidios, unidos por estructuras que semejan a
puentes cortos y estrechos. El didmetro de estas
levaduras varia de 8 a 10 pm.

La frecuencia de esta micosis es baja, confinada
principalmente a Brasil, en la regién del Amazo-
nas (Mato Grosso). Hasta el momento todos los
casos registrados pertenecen al sexo masculino,
siendo la mayoria adultos; sin embargo, la micosis
también se ha observado en nifios. La lesion ini-
cial aparece en lugares donde la piel ha sufrido un
traumatismo. La infeccién también se ha observa-
do en delfines (Tursiops truncatus) del Atlantico.
No hay evidencia de factores predisponentes para
adquirir la infeccion.

Las lesiones son de crecimiento lento y suelen
presentarse en una sola region corporal. En ellas
se desarrollan nédulos pequenos que confluyen en
una superficie hipercrémica, tlceras y finalmente
placas verrugosas de aspecto queloide. Este tipo
de lesiones se puede observar en cualquier parte de
la superficie cutdnea. En general es considerada
como una micosis de curso benigno.

ESPECIMEN BIOLOGICO

* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Los fragmentos de biopsia se
trituran y se les agrega KOH al 15 %; se observan
células redondas, de pared gruesa y unidas unas a
otras en serie de tres o mds levaduras. Si se agrega
lugol o eritrosina a las preparaciones, las estructu-
ras se observan con mayor claridad.

CONIDIOBOLOMICOSIS 71

Cultivo. No ha sido posible el aislamiento.

Histopatologia. Es generalmente el procedi-
miento adecuado para establecer el diagndstico.
Utilizando las coloraciones de Grocott, Gridley o
PAS, se destacan las cadenas de levaduras tanto
dentro como fuera de los macréfagos o de las célu-
las gigantes. En algunas ocasiones pueden obser-
varse cuerpos asteroides. Los nédulos formados
presentan principalmente granulomas cuya histo-
logia es variable; en la mayoria de los casos hay
una fibrosis hialina mezclada con masas de histio-
citos y células gigantes, las cuales aumentaran en
nimero en proporcion a la evolucién de la lesion;
no existen supuracién ni necrosis (fig. 4.21).

Fig. 4.21. L loboi, corte histoldgico. Se observan levaduras aisladas
0 en sucesidn acropeta de cadenas cortas caracteristicas. (Tincion de
Grocott)

CONIDIOBOLOMICOSIS

Descripcion

Es una zigomicosis subcutdnea, que anterior-
mente era designada como rinoficomicosis o fico-
micosis subcutdnea. Es una de las entidades cli-
nicas agrupadas dentro de las zigomicosis, cuya
evolucién es crénica, inflamatoria y granuloma-
tosa, restringida generalmente al tejido subcu-
tdneo, principalmente de la cara, que afecta na-
riz y boca.

El agente etiol6gico mds comin es Conidiobo-
lus coronatus, que pertenece al orden de los En-
tomophtorales. Su distribucién geografica es am-
plia en las regiones cdlidas y himedas. Al parecer

el hongo se desarrolla sobre desechos vegetales.
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Muy raramente se puede observar la reproduccion
sexual, en la cual se presenta la formacién de zi-
gosporas. Este hongo es entomopatdgeno, sobre
todo de homdpteros, como Prosapia simulans
(mosca pinta).

La infeccién es poco frecuente. La mayoria de
los casos observados proviene de Africa Central,
sobre todo de Nigeria. Un mimero menor de ca-
sos ha sido diagnosticado en la India y en algunos
paises de América, como Brasil, Colombia, Puerto
Rico, Jamaica y México.

La incidencia de la enfermedad es mayor en
el sexo masculino vy, en cuanto a la edad, la gran
mavyoria de los casos corresponden a adultos de
mds de 20 anos. La enfermedad es mas frecuente
en los agricultores y se asume que el mecanismo
de infeccion se efectiia a través de un traumatis-
mo en la piel que se contamina con material ve-
getal o insectos infectados con C. coronatus. Esta
enfermedad también se ha descrito en caballos,
mulas y simios.

Hasta el momento, la presencia de la enferme-
dad no se ha asociado con factores de oportunis-
mo, aunque se cree que para la adquisicién no
basta con una sola exposicion al agente.

Esta micosis se caracteriza por una inflama-
cién subcutdnea que crece muy lentamente, invo-
lucrando la submucosa y los senos paranasales,
provocando un aumento de volumen constituido
por nodulos y edema con eritema superficial. No
hay dolor, fiebre ni tendencia a la ulceracion y casi
siempre cursa con gran desfiguracion de la cara o
de la zona afectada.

EsPECIMENES BIOLOGICOS

* Material de biopsia.
* Exudado.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. El fluido nasal, un material
amarillento, es producto de una necrosis caseosa,
la cual se trata con KOH al 15 %. En él se observa-
rdn las hifas anchas, sin septos, con una aparente
doble pared refrdctil y con algunas ramificaciones;
en ocasiones también se observan inclusiones
granulares.

Cultivo. Los productos se siembran en agar
dextrosa Sabouraud sin cicloheximida, adiciona-

do con estreptomicina y penicilina, se incuban a
25 v 30°C y se puede observar crecimiento colo-
nial después de 48 horas (fig. 4.22).

Fig. 4.22. C. coronatus. Colonias de aspecto filamentoso, radiadas, de
color blanguecing, con dreas granulosas.

Las colonias crecen rdpidamente y son glabras y
adherentes al principio, para luego cubrirse de un
micelio corto blanco y con abundantes esporan-
gioforos. Las paredes de los tubos de cultivo o las
tapas de las cajas de Petri se encuentran cubiertas
por esporas que fueron expulsadas fuertemente
de los esporangiolos (balistosporas). Con el enve-
jecimiento, las colonias toman un color canela o
marrdn claro. Al microscopio se observan grandes
esporas de 25 a 45 ym de didmetro, producidas en
el extremo de los esporangioforos, los cuales son
rectos.

Las esporas son expulsadas y viajan grandes
distancias (30 mm aproximadamente) y al caer al
suelo o en los medios de cultivo germinardn para
producir mds tubos hifales.

Las esporas tienen papilas sobre la pared, las
cuales pueden formar esporangiolos secundarios,
de modo que la espora original les da el aspecto de
una corona. Una espora puede producir también
apéndices muiltiples cortos, semejantes a pelos
(espora vellosa) o bien, pueden tener una forma
ovoide con una pequeia saliente (esporas en li-
mon) (fig. 4.23).

Histopatologia. Se caracteriza por presentar un
agregado eosinofilico alrededor de las hifas que
afectan el tejido. No hay invasién vascular como
en el caso de la mucormicosis. Los elementos fiin-
gicos se resaltan mejor con hematoxilinaeosina
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Fig. 4.23. C coronatus. Aspecto microscopico en el que se observan
filamentos cenociticos, numerosas esporas en “limon” y en el centro una
espora vellosa caracteristica.

que con la técnica de PAS o Gridley. En los tejidos
se observan hifas solitarias o agrupadas, de 4 a 10
pm de didmetro, limitadas por una pared delgada
y tenue (fig. 4.24), pero ficilmente distinguible,
pues se rodea radialmente de un material granular
eosinofilico brillante que se conoce como reaccién
de Splendore-Hoeppli.

Fig. 4.24. Conidiobolomicosis. Corte histolégico donde se observan
los filamentos del hango, de pared irregular y rodeados de un material
eosinofilico. (Tincidn con H-E) (Cortesia de F. Mariat y P. Ravisse.)

La reaccién aguda consiste en masas de linfoci-
tos, un nimero variable de eosindfilos y células plas-
madticas. Los neutrdfilos y fibroblastos se presentan
en muy baja proporcion. La reaccién crénica infla-
matoria se caracteriza por infiltrados granulomato-
sos con predominio de células gigantes, histiocitos,
linfocitos, eosindfilos y células plasmadticas. En la
periferia hay actividad fibrobldstica.

73
BASIDIOBOLOMICOSIS
DEescripcION

La basidiobolomicosis, denominada también zi-
gomicosis o ficomicosis subcutdnea, es un padeci-
miento caracterizado principalmente por lesiones
tumorales de localizacién subcutdnea; ocasional-
mente se han descrito infecciones intestinales. Esta
micosis es causada por Basidiobolus ranarum, hon-
g0 que es aislado frecuentemente del tubo diges-
tivo de las ranas, sapos v lagartijas.

Este hongo puede reproducirse tanto sexual
como asexualmente. En el primer caso, la repro-
duccidn se hace a través de zigosporas, mientras
que en el segundo se efecttia produciendo conidios
esféricos, esporangiolos (esporangi6foros y espo-
rangios) y esporangiosporas.

Esta micosis es de muy reciente descripcion,
aunque se diagnostica con cierta frecuencia. El
mayor nimero de casos proviene de Africa (Ugan-
da, Kenia y Nigeria) v otros paises con menor fre-
cuencia; son Indonesia, India, Tailandia, Austra-
lia, Brasil, Estados Unidos de América y México.
La micosis afecta mds a hombres que a mujeres,
en una proporcion de 4:1. En cuanto a los grupos
de edad, la mayoria de los casos se presenta en
niflos menores de 10 afos.

El mecanismo de infeccion se desconoce, pero
se supone, como en el caso de la conidiobolomico-
sis, que es por penetracién del hongo a través de
heridas en la piel. No se ha descrito ningin factor
predisponente para la adquisicion de la infeccién.

La enfermedad se inicia por uno o varios né-
dulos subcutdneos indoloros, no adheridos a la
piel, los cuales pueden presentar manchas hiper-
cromicas en la superficie. Las lesiones general-
mente abarcan grandes extensiones vy sus bordes
son abruptos.

Los miembros inferiores y los glateos son las
localizaciones mds habituales, llegando a produ-
cir grandes deformaciones de la regién corporal
afectada. La invasién muscular es rara. Esta forma
clinica es considerada de pronéstico benigno. Por
su parte, la basidiobolomicosis intestinal ha sido
descrita en pacientes diabéticos; la clinica denota
una enfermedad intestinal, inflamatoria v de mal
prondstico si no se diagnostica a tiempo.
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ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. El tejido se macera y se ob-
serva al microscopio con KOH al 15 %, para de-
mostrar hifas gruesas de 10 a 40 pm de didmetro,
ramificadas, con numerosas inclusiones y con
una pared celular gruesa y retrdctil.

Cultivo. En medio de Sabouraud simple se
desarrollan colonias planas, vellosas, con forma-
cién de pliegues radiales, de color blanco en el
anverso y en el reverso de un color que varia del
crema al marrén claro (fig. 4.25).

Fig. 4.25. B ronarum. Colonia blanco-amarillenta, de superficie vellosa
con estriaciones radiadas.

Al microscopio se observa el micelio no tabi-
cado (cenocitico), de 8 a 25 pm de didmetro. Los
esporangidforos uniesporados (esporangiolos) de
Basidiobolus ranarum dan dos tipos de esporan-
giosporas: balistosporas (liberadas como proyec-
til, como en el caso de Conidiobolus coronatus), y
esporas liberadas pasivamente, que son conside-
radas a su vez como esporangiolos secundarios.
Son esporas anchas en cuyo dpice se observa una
prolongacién parecida a “etiqueta adhesiva”.
También se observan zigosporas, las cuales pre-
sentan una pared gruesa, lisa v regular y con un

saliente en forma de pico; su tamanio varia de 40 a
50 pm de didmetro (fig. 4.26).

Histopatologia. La imagen histopatolégica es
indistinguible de la observada en los casos de co-
nidiobolomicosis. En los cortes histopatologicos
tefiidos con técnicas de coloracion especiales para
hongos, como PAS y Grocott, podrdn observarse
los elementos fiingicos descritos en el examen en
fresco. La apariencia histolégica es idéntica a la
de la conidiobolomicosis. Algunas hifas cenociti-
cas (aseptadas), de 10 a 40 pm de didmetro, se
encuentran esparcidas en el granuloma, pero la
gran cubierta eosinofflica ayuda a identificarlas
(fig. 4.27).

Fig. 4.26. B ranarum. Microcultivo en medio de Sabouraud que mues-
tra una zigospora entre las dos hifas reproductoras.

Fig. 4.27. Corte histologico de un caso de basidiobolomicosis. Los fila-
mentos cenociticos gruesos, vacios, de diametro irreqular caracteristico,
Unicamente se tifien en su contorno. (Tincion de Grocott)
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HISTOPLASMOSIS
DescripcioN

La histoplasmosis es una enfermedad granulo-
matosa, de localizacion principalmente pulmonar,
causada por la inhalacién de conidios del hongo
dimdrfico Histoplasma capsulatum, var. capsula-
tum. Excepcional y accidentalmente, la infeccidn
se adquiere por inoculacién cutdnea.

Aproximadamente 95 % de los casos presenta
un curso asintomdtico o benigno, mientras que 5 %
restante puede presentar una enfermedad progresi-
va, pulmonar o cutdnea, aguda o crénica, o bien,
una infeccion sistémica rdpidamente fatal. Se han
reconocido tres variedades de Histoplasma capsula-
tum, que causan diferentes tipos de histolasmosis;
a saber: var. capsulatum (histoplasmosis america-
na), var. duboisii (histoplasmosis africana) y var.
farcinimosum (histoplasmosis equina).

Este capitulo estd dedicado a la infeccién por
la variedad capsulatum v en lo sucesivo se hard
referencia solamente a H. capsulatum.

La histoplasmosis se considera una enfermedad
del sistema fagocitico mononuclear. Las formas cli-
nicas vy la severidad dependen de las condiciones
inmunoldgicas del hospedero y de la cantidad de
conidios inhalados. Por lo anterior, los 6rganos mds
frecuentemente afectados en las formas disemina-
das a partir del pulmén son el higado, el bazo, los
ganglios linfiticos, la médula dsea y las mucosas,
entre otros. La curacion de la enfermedad confiere
cierto grado de inmunidad a la reinfeccion.
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Micosis sistémicas

Ambos sexos y todas las edades estan sujetos
a la infeccién primaria, pero la distribucién por
sexo v la forma clinica de la enfermedad cambian
a medida que aumenta la edad del paciente. En
los ninos es frecuente que se desarrolle la forma
fulminante y en los adultos son mds frecuentes las
formas progresivas.

Histoplasma capsulatum es el estado anamdérfi-
co (asexual) de un Ascomyceto heterotdlico, cuyo
estado teleomérfico (sexual) es Ajellornyces cap-
sulatus, el cual se clasifica en la familia Gymnoas-
caceae. Crece en el suelo con alto contenido de
nitrégeno y fosfatos, generalmente asociado con el
guano de murci€lagos y algunas aves como estor-
ninos v aves de corral. Las principales zonas en-
démicas de la histoplasmosis son el Valle de Ohio,
Mississippi v el sur de Estados Unidos de Ameérica,
México, Centro v Sudamérica, Australia y Asia.

H. capsulatum se considera un hongo primaria-
mente patdgeno, aundue algunos pacientes inmu-
nodeficientes pueden desarrollar una enfermedad
cronica progresiva, similar a la tuberculosis, y en
tales casos se considera como oportunista.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

Esputo.

Material de biopsia.

Material de puncién de médula dsea.
Suero.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. La deteccién de H. capsula-
tun en el esputo es dificil, por lo gue el resultado
del procedimiento con KOH generalmente es ne-
gativo.

Impronta de tejidos y frotis. Con la tincidn de
Giemsa se observan levaduras de 3 pym dentro del
citoplasma de los macrdfagos, tifiéndose el nicleo
del Histoplasma de un tono violeta oscuro, y el
citoplasma en azul muy tenue, casi incoloro, que
da la apariencia a estas levaduras de poseer una
cdpsula. Cuando se rompen los macréfagos para-
sitados se liberan las levaduras de H. capsulatum
y se encuentran libres en los tejidos antes de ser
nuevamente fagocitadas (fig. 5.1).

Fig. 5.1. Impronta de bazo en la que se observan numerosas levaduras
de H. copswiatum, dentro del citoplasma de los macrdfagos. (Tincidn
de Giemsa.)

Cultivo. Se recomienda que el primocultivo se
realice en Sabouraud antibiético v en el medio de
levadura fosfato-amonio. Se mantienen a 25°C
durante dos a tres semanas. No siempre los culti-
VOs son positivos, por lo que se recurre a las prue-
bas serolégicas para complementar o establecer el
diagndstico.

Morfologia colonial. Se han descrito dos tipos
morfolégicos de las colonias: el tipo A (albino) y
el tipo B (brown), las cuales, como su nombre lo
indica, difieren en su color blanco y color marrén,
respectivamente. Ambas tienen un aspecto algo-
donoso, liso o cerebriforme (fig. 5.2).

Morfologia microscdpica. Se observan macroco-
nidios tuberculados, de 8 a 14 pym de didmetro,
generalmente redondos, que nacen de conidiéfo-

Fig. 5.2, H. copsulatum. Colonia color marrén claro o blanca, algodo-
nosa, de crecimiento denso.

ros angostos; también se observan microconidios
de 2 a 4 pym de didmetro, esféricos, de pared lisa,
que nacen de conidiéforos cortos y angostos, dis-
puestos en dngulo recto a la hifa vegetativa. Tanto
la variedad A como la B producen un mayor ni-
mero de macroconidios; sin embargo, la variedad
B produce mayor nimero de microconidios que
la variedad A, los cuales penetran mds ficilmente
hasta el interior de los alveolos, por lo que esta
variedad B se considera mds virulenta que la va-
riedad A (fig. 5.3).

Fig. 5.3. H. copsulatum, Aspecto microscdpico donde se observa mice-
lio fino, septado y gran cantidad de macroconidios equinulados: g) tin-
cidn de PAS contrastada; bl tincidn con azul de algoddn.
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La morfologia de la colonia de H. capsulatum
es indistinguible de la de algunos hongos conta-
minantes filamentosos y blancos, por lo que es
necesaria la demostracion de los macroconidios
tuberculados y la conversion del microorganismo
a su fase levaduriforme. Esta iiltima se obtiene por
incubacién en agar sangre o en BHI a 37 °C. Chry-
sosporium spp y Sepedoniurmn sp también producen
macroconidios equinulados que pueden conducir
a error; sin embargo, no forman levaduras en BHI
a37°C.

La colonia levaduriforme al principio es blanca,
lisa y adherente y su examen microscopico mues-
tra una mezcla de seudohifas, hifas en proceso de
conversién y levaduras no gemantes. Posterior-
mente la colonia toma un aspecto cremoso y su
examen microscopico permite observar levaduras
gemantes, ovales, de 2 a 4 pm de didmetro. Los
blastoconidios se encuentran en el extremo angos-
to de la levadura v tienen un cuello estrecho con
aspecto de fino filamento.

Esta ultima caracteristica y la presencia de un
solo niicleo nos permiten diferenciar las levaduras
de H. capsulatum de las formas pequefas de Blas-
tomyces dermatitidis, cuyas células son multinu-
cleadas con gemas de base ancha.

PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Reaccion de fijacion de complemento (RFC).
Esta prueba seroldgica es una de las mds sensibles
y especificas para el diagndstico cuando se realiza
en forma periddica, por lo que tiene un gran va-
lor prondstico en la enfermedad. Los anticuerpos
fijadores de complemento comienzan a aparecer
aproximadamente en la segunda semana después
de la infeccion y se mantienen todo el tiempo que
la histoplasmosis estd activa; después de la cura-
cién disminuyen progresivamente hasta desapare-
cer alrededor del noveno mes.

Un titulo igual o mayor a 1:16 indica general-
mente una enfermedad activa o progresiva; esta
prueba es positiva en aproximadamente 70 9% de
los casos de histoplasmosis.

Inmunodifusion (ID). Se realiza mediante la
técnica de Quchterlony v es muy til cuando se
usa en forma combinada con la RFC; se hace po-
sitiva a la tercera o cuarta semana después de la
infeccidon. Se describen dos bandas de precipitado:
la banda M, que se presenta en las personas en la
fase temprana o de recuperacion de la enfermedad
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y se localiza mds préxima al pozo central que con-
tiene el antigeno, y la banda H, que corresponde a
la infeccidn activa y se encuentra més préxima al
pozo que contiene el suero.

Es importante tomar en cuenta que, cuando se
hace una ID después de aplicar una intradermoreac-
cién con histoplasmina puede aparecer una banda
M, lo cual podria conducir a un error de diagndstico
serologico. Se ha descrito una banda C, la cual pa-
rece representar antigenos compartidos con B. der-
matitidis y Coccidioides immitis, principalmente.

Prueba de aglutinacién en ldtex (AL). Esta
es una prueba en la cual se mezcla el suero del
paciente (anticuerpos) con particulas de latex cu-
biertas con histoplasmina (antigeno). Es positiva
en un tiempo menor que la prueba de fijacién de
complemento y también es 1itil en combinacién con
esta tltima. Ademds de estas pruebas se pueden
realizar hemaglutinacién, precipitacién en tubo
capilar, ELISA y contrainmunoelectroforesis.

Intradermorreaccion. La histoplasmina es el
producto del filtrado de un caldo en el que se ha
cultivado H. capsulatum durante un periodo de
dos meses a 25°C; se inyecta intradérmicamente
0.1 ml. Un area de induracion de por lo menos
5 mm después de 48 horas de la aplicacién se
considera positiva. Como en otras pruebas intra-
dérmicas, la positividad de ésta indica exposicién
pasada o presente al agente etioldgico. Tiene poco
valor diagnéstico, pero gran valor prondstico aso-
ciada a las pruebas serolégicas. Cuando se nega-
tiviza al mismo tiempo gque se elevan los titulos
de anticuerpos, el prondstico es grave; en cam-
bio, cuando permanece positiva y los titulos de
anticuerpos tienden a disminuir, el prondstico es
bueno (véase fig. 5.8).

Generalmente, la prueba se hace positiva en
la segunda semana después de la exposicidn al
agente y se mantiene por largos periodos. Debe
aplicarse después de extraer el suero para las reac-
ciones serologicas.

Histopatologia. Laslesiones histolégicas depen-
den del tiempo de evolucién, severidad vy forma
clinica de la enfermedad. Las levaduras de H. cap-
sularum fagocitadas por las células del sistema
fagocitico mononuclear, como el higado, el bazo,
la médula dsea y los ganglios linfdticos, son fac-
tibles de observarse con las tinciones de Giemsa
y de Wright y aun con hematoxilina-eosina. En
la forma aguda se observan numerosas levaduras
dentro de los histiocitos, las cuales son gemantes,
de tamafio uniforme (aproximadamente 3 pm),
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ademds de escasos neutrofilos, células plasma-
ticas y linfocitos. Con las tinciones de Giemsa y
Wright, las levaduras presentan el niicleo rojo y el
citoplasma azul. Las levaduras deben diferenciar-
se de Leishmania y Toxoplasma. También pueden
tefiirse con PAS (fig. 5.4).

Fig. 5.4. Histoplosmosis. Imagen histologica con gran cantidad de le-
vaduras intracelulares rodeadas de una intensa reaccién inflamatornia.
[Tincion de PAS.)

En la forma crénica de la enfermedad se forman
granulomas epitelioides que contienen células
plasmadticas, linfocitos, macrdéfagos, neutrofilos y
células gigantes. Hay menor mimero de levaduras
que en la forma aguda.

En la forma cavitaria crénica se observa un ni-
mero escaso de levaduras intracelulares en el re-
vestimiento de material necrético, mds que en el
tejido profundo y rara vez se ven gemaciones.

INOCULACION EN ANIMALES

El ratén, el cobayo y el hdmster son los anima-
les mds susceptibles a la histoplasmosis, inocula-
dos via intraperitoneal; sin embargo, no siempre
es necesario hacer estas pruebas, ya que en la ma-
yoria de los casos el diagnostico se hace con preci-
sién con las técnicas descritas anteriormente.

BUSQUEDA DE EXOANTIGENOS

Esta es una técnica que pone de manifiesto la
presencia de antigenos solubles especificos para
ciertas especies de hongos y que se utiliza sobre

todo para la identificacién de Blastomyces derma-
tiridis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides
immitis, C. posadasii e Histoplasma capsulatum.

La principal aplicacién de esta técnica es la
identificacion de un cultivo desconocido y sospe-
choso de ser alguno de los anteriores, sin tener
que manipularlo para su estudio morfoldgico y
evitar asf el riesgo de infecciones accidentales de
laboratorio.

En términos generales, consiste en agregar 30 ml
de BHI a los tubos del cultivo por identificar; incu-
bar en agitacién durante un periodo de tres a seis
dias; extraer 15 ml del caldo de cultivo y agregar
timerosal al 1 % para matar al hongo; centrifugar
y concentrar 25 veces el volumen.

El exoantigeno asi preparado se procesa por
medio de una reaccién de ID, poniendo en el cen-
tro un suero conocido que contiene los anticuer-
pos del hongo, en los pozos superior e inferior el
antigeno conocido v en los pozos laterales el o los
exoantigenos por identificar. Las bandas de iden-
tidad entre el antigeno del hongo conocido con las
de los exoantigenos por estudiar dardn la determi-
nacién taxondmica correspondiente.

COCCIDIOIDOMICOSIS
DESCRIPCION

Esta micosis puede ser causada por Coccidioi-
des immitis o por C. posadasii. Es una infeccién
pulmonar primaria que se adquiere por inhala-
cion de los artroconidios del hongo, el cual habi-
ta en suelos de climas desérticos o semidesérticos
de América. El d4rea endémica mds importante en
el mundo se encuentra en la zona que comprende
la parte suroeste de Estados Unidos de América vy
la parte norte de la Repiiblica Mexicana.

Coccidioides sp es considerado el hongo patdge-
no primario mas virulento; no obstante, la mayoria
de las infecciones en el hombre son asintomdticas
o subclinicas. Cuando se adquiere la enfermedad,
la sintomatologia pulmonar suele ser moderada,
simulando una infeccién respiratoria leve.

Cuando el hongo se disemina via hematégena,
la infeccién adquiere una gravedad considerable,
afectando la piel, los huesos, las articulaciones,
las meninges y otros dérganos; es en estos casos
cuando la micosis puede adquirir un curso fatal.
Afecta a individuos de cualquier sexo y edad. Sin
embargo, en los nifios y embarazadas las infeccio-
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nes son mds severas; asimismo, en la raza negra
se observan diseminaciones mds graves y exten-
sas que en la raza blanca o cobriza.

La sintomatologia pulmonar se caracteriza por
focos neumonicos bilaterales o localizados en un
16bulo; cursa con fiebre, pérdida de peso y mal
estado general. Las diseminaciones por la piel se
resuelven en abscesos subcutdneos que se fistuli-
zan al exterior, v en los huesos se observan dreas
de ostedlisis.

Ademds del drea endémica senalada, esta mi-
cosis se ha descrito en Venezuela, Colombia, Pa-
raguay, Argentina, Honduras y Guatemala, princi-
palmente. Se tiene noticia de casos no autéctonos
en Europa, Oriente Medio, Africa y Asia.

Debido a que actualmente la especie posada-
sii, causante de las infecciones en Latinoamérica,
s6lo ha sido definida mediante técnicas de biolo-
gia molecular, en lo sucesivo las descripciones
fenotipicas serdn dadas por lo que se conoce de
C. immitis.

Como en otras micosis subcutdneas vy sistémi-
cas, ésta es también causada por un hongo dimér-
fico, ya que Coccidioides spp se encuentra bajo la
forma filamentosa con artroconidios en la natura-
leza, asi como en los medios de cultivo simples,
como el de Sabouraud, en tanto que la forma pa-
rasitaria de cuerpos esferulares con endosporas
internas se encuentra en los tejidos, o se puede
reproducir en medios de cultivo ricos en nutrien-
tes (BHI), incubados a 37 °C,

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Esputo.

* Pus de abscesos.

* Exudados.

* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Al esputo o a los exudados se
les agrega una gota de solucién salina o de KOH al
15 %, para hacer mds visibles las esférulas. Estas
suelen ser muy abundantes y de diferentes tama-
fios, segun el grado de desarrollo; las maduras que
contienen una gran cantidad de endosporas suelen
medir de 30 a 60 pym. Las esférulas suelen tener
una doble pared gruesa y son ficilmente obser-
vables y distinguibles del resto de los elementos
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celulares. Las endosporas miden de 3 a 5 pm de
didmetro, dando lugar cada una de ellas a nuevas
esférulas (fig. 5.5); en ocasiones se ha descrito la
presencia de hifas en los tejidos.

Fig. 5.5. Esférulas de C immitis: o) examen directo con KOH; estructura
parasitaria redonda, de doble contorno de pared con una gran cantidad
de endosporas en su interior; b) esférula abierta que vierte endosporas
al exterior. (Tincidn con fluoresceina.)

Cultivo. Los productos patoldgicos se siembran
en agar dextrosa Sabouraud mds antibidticos; al
cabo de cuatro a cinco dias se observa desarrollo
de la fase micelial del hongo y a los 10 o0 12 dias
ya se encuentra bien esporulado. La apariencia de
la colonia es caracteristica, consta de un micelio
algodonoso, flocoso, de densidad irregular, blanco
o blanco-grisdceo; crece en toda la superficie del
medio (fig. 5.6).

Las morfologias macroscépica y microscdopica
de C. immitis v de C. posadasii son muy similares,
por lo que no es posible establecer la diferencia
entre estas dos especies. Algunos autores refieren
variaciones en la morfologia macroscépica y mi-
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Fig. 5.6. C. immitis. Colonia de color blanco grisdceo, de crecimiento
irregular, con dreas filamentosas y pulverulentas en el mismo cultivo

croscopica, lo cual hay que tomar en cuenta para
no tener errores de interpretacion taxonémica.

Cuando es necesario corroborar ¢l diagnéstico
con el estudio morfoldgico de la colonia, es reco-
mendable que, antes de extraer el material para el
estudio microscépico, se inyecten 5 ml de formol
concentrado a través del tapén de algoddn, para
fijar el hongo.

Al dia siguiente se retiran con una pipeta Pas-
teur una o dos gotas de la suspensién de la colo-
nia y se depositan en un portaobjetos, al cual se
le agrega una gota de azul de algodén; se coloca
el cubreobjetos y se observa al microscopio. Se
destacan numerosos micelios septados, en donde
por fragmentacion se observan los artroconidios
de pared gruesa en la tipica forma de barril, alter-
nados con células claras (vacias) de la hifa en es-
porulacién (rexdlisis); estos artroconidios de tipo
enterodrtrico miden de 3 X 4 a 6 uym (fig. 5.7).

Pruebas inmunoldgicas. En cuanto sea posible
deben realizarse los estudios inmunolégicos tanto
para apoyar el diagndstico como para establecer
un prondstico y valoracién en la evolucion clinica
del padecimiento. Las reacciones mds utilizadas
son la precipitacion en tubo capilar (RPC), la cual
es positiva durante las ocho primeras semanas de
evolucion; si la micosis es evolutiva, aparecen los
titulos en la reaccion de fijacién del complemento

v
#y

Fig. 5.7. C immitis. Examen microscopico directo del cultivo en el que
s¢ observan artroconidios enterodrtricos y alternos, y células interca-
lares que sufren rexdlisis; ambas preparaciones estan hechas con azul
de algodon.

(RFC), cuya intensidad de reaccién estd en rela-
cion con la gravedad y la diseminacion del padeci-
miento, de tal manera que a mayores titulos indica
una mayor gravedad de la micosis. Cuando hay re-
mision de la coccidioidomicosis y ésta tiende a la
curacién, los titulos descienden paulatinamente,
desapareciendo algunas semanas o meses después
de la curacién (fig. 5.8).

La reaccion de inmunodifusion (ID). Es una
prueba complementaria, la mds sencilla de reali-
zar, positiva durante todo el proceso patolégico y
recomendable si no se puede hacer la RFC. Tam-
bién se puede realizar la prueba de ELISA, la cual
es muy sensible, pero de mayor costo y dificulta-
des técnicas.

La intradermorreaccion (IDR) con coccidioidi-
na tiene, en primer lugar, un valor epidemiolégico
y, en segundo, un incalculable valor pronodstico.
En el primer caso es positiva en todas las personas
que tienen o han tenido coccidioidomicosis, indi-
ca en ellas un estado de inmunidad al padecimien-
to y es 1til para calcular indices de prevalencia del
padecimiento en las regiones endémicas. En el se-
gundo caso, si la IDR es positiva durante el curso
de la enfermedad, indica buen prondstico, va que
aun hay una competencia inmunolédgica de tipo
celular en el paciente; cuando desaparece o baja
la intensidad de la IDR indica un mal prondstico,
va que el paciente entra en un estado de anergia.
Es recomendable aplicar la coccidioidina cada 10
o 15 dias, durante la enfermedad, hasta tener evi-
dencias de un curso hacia la curacién.
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Gravedad —————T—o
Intradermommeaccién (IDR) = = = = = = — —

Reaccién de precipitacidn (RP) O—0—0O—0—0)

Reaccién de fijacién del complemento (RFC) %% % % %

Buen pronéstico: evolucidn hacia la curacidn

b)

Mal pronéstico: evolucién hacia l2 gravedad

Tiempo

Fig. 5.8. Esquema de interpretacion diagnéstica y prondstica de la histoplasmosis y de la coccidioidomicosis:
a) bajan los titulos de la RFC y se mantiene la positividad de la IDR; b) se elevan los titulos de la RFC y se

vuelve negativa la IDR.

La prueba también se puede realizar aplicando
un antigeno preparado a partir de la fase parasi-
taria de Coccidioides spp llamada esferulina. Esta
parece ser mucho mads sensible que la coccidioidi-
nay se considera de mayor valor para el diagnés-
tico y estudios epidemiolégicos de la enfermedad,
aunque al parecer presenta un nimero mayor de
reacciones falsas positivas.

Histopatologia. En los cortes histopatoldgicos
tefiidos con hematoxilina y eosina (HE) se obser-
va una reaccién inflamatoria aguda de tipo pidge-
no, con abundantes neutréfilos que se acomodan
alrededor de las esférulas en proceso de ruptura,
Otro tipo de reaccion tisular es la reaccién granu-
lomatosa que estd presente en el sitio donde se en-
cuentran las esférulas en proceso de maduracién,
o bien, en las lesiones viejas, donde también se
encuentra cierto grado de fibrosis. En un princi-
pio, los granulomas tienen abundantes histiocitos
y, a medida que éstos evolucionan, se encuentran
poblaciones de células plasmaéticas, linfocitos, mo-
nocitos, células epitelioides y células gigantes. En
las biopsias cutdneas se puede observar, ademads,

una hiperplasia seudoepiteliomatosa. Es comiin
encontrar en una misma lesion tanto lesiones agu-
das abscedadas como reaccién granulomatosa.
Las esférulas con endosporas internas o libres
en los tejidos son fadcilmente observables con HE,
miden entre 30 y 60 pm y tienen pared gruesa
(2 um). Las endosporas libres miden de 2 a 5 pm
de didmetro 0 mds, seglin el grado de madura-
cion. En ocasiones pueden ser confundidas con
otras estructuras micdticas, como levaduras de B.
dermatitidis, o con otro tipo de artefactos. Por lo
anterior, se recomienda también hacer tinciones
con impregnacion argéntica (Gomori-Grocott) y
con Hotchkiss-McManus (PAS) (fig. 5.9). En las
lesiones cavitarias antiguas de pulmén o granulo-
mas y liquido cefalorraquideo se pueden observar
fragmentos de hifas sin artroconidios en asocia-
cién con escasas endosporas y esférulas.
Inoculacién en animales. Muchos animales de
laboratorio son susceptibles a la infeccion experi-
mental. Los mds utilizados son el ratén, el hams-
ter y el cobayo, a los cuales se les puede inocular
via intravenosa, intraperitoneal e intratesticular con
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Fig. 5.9. Coccidioidomicosis. Corte histologico en donde se observa la es-
férula con doble contorno de la pared abierta, que contiene endosporas en
el interior; o) tincidn con Gomori; bl tincidn con hematoxilina-eosina,

una dosis de 0.5 a 1.0 ml de la suspension de mi-
celio con una turbidez de 1 en la escala de McFar-
land. Después de un periodo de 10 a 15 dias se
sacrifica al animal, se le extraen las visceras y el
tejido testicular y se busca en el examen microscé-
pico la presencia de esférulas, que suelen ser mas
grandes que en la infeccién natural del hombre.
La inoculacién de Coccidioides spp en anima-
les de laboratorio es muy recomendable para pro-
tegerse de los riesgos de infeccion accidental de
laboratorio por manejar los cultivos de la fase fila-
mentosa (forma infectante). De esta manera no es
indispensable destapar los tubos para observar los
artroconidios, sino que basta agregar agua destila-
da estéril con ayuda de una jeringa y tomar de la
suspensién para las inoculaciones; asi se reprodu-
ce la fase esferular, la cual no es infectante.
Pruebas especiales: biisqueda de exoantige-
nos. Véase técnica v utilidad en el capitulo de
Histoplasmosis. Recuérdese que Coccidioides spp
por su virulencia, es el hongo patégeno mds peli-

groso para el hombre y que la manipulacion del
mismo sin las debidas precauciones en el labo-
ratorio supone un alto riesgo; por tanto, se reco-
mienda tomar las medidas siguientes:

1. Después de sembrar los productos patologi-
cos, tapar bien los tubos de cultivo, etiquetarlos y
guardarlos, de preferencia en un lugar separado de
los demds cultivos v no manipularlos en exceso.

2. Jamds sembrar un producto biolégico sospe-
choso de tener Coccidioides spp en medios con-
tenidos en caja de Petri.

3. Cuando se obtiene el desarrollo de la colonia
es conveniente no destapar los tubos; si esto fuera
necesario, hdgase en la campana de bioseguridad,
desarrollando todo el proceso de identificacion con
el auxilio de este equipo. En caso de no disponer
de éste, es mejor no destapar los tubos y estable-
cer el diagndstico con los demds procedimientos
descritos anteriormente.

4. Antes de desechar los cultivos, es necesario
esterilizarlos a 20 libras de presién por 20 minu-
tos. Agregar formol a los tubos reduce considera-
blemente el riesgo de inhalacién de conidios, pero
no lo elimina radicalmente.

5. Cuando se observan laminillas en fresco, en-
tre limina y laminilla, que contienen esférulas, no
conviene mantenerlas en el laboratorio por mucho
tiempo, ya que en pocos dias puede presentarse la
conversion de la fase parasitaria a la fase micelial
de C. immitis (fase infectante), con el consiguiente
riesgo de inhalacién accidental. En caso de ruptu-
ra accidental de los tubos que contienen la fase
micelial de este hongo (véase el capitulo 12, “Me-
didas de seguridad”).

PARACOCCIDIOIDOMICOSIS

DEesScRIPCION

Es una micosis crénica, granulomatosa, con
afeccién primaria en el pulmdn, la cual es inad-
vertida en la mavoria de los casos; suele disemi-
narse a la mucosa bucal, conjuntival, genital, a los
ganglios linfdticos y a la piel, asi como a diversos
6rganos internos. La enfermedad toma un curso
grave y a veces fatal. El agente causal, Paracocci-
dioides brasiliensis, habita en suelos de clima tro-
pical y la infeccién se adquiere por inhalacién de
los conidios. Es un hongo dimarfico que en la fase
de vida libre presenta filamentos septados con es-
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casos microconidios y en la fase parasitaria se ob-
servan levaduras redondas multigemantes.

Es una infeccién que se da exclusivamente en
Latinoameérica, en casi todos los paises, observan-
dose las mayores casuisticas en Brasil, Colombia,
Venezuela y Argentina. En México se tiene infor-
macion de un gran nimero de casos, sobre todo
en los ultimos anos. Afecta mds a los hombres en
una proporcion aproximada de 20:1, sobre todo a
los que realizan actividades rurales, entre los 20 y
50 anos de edad.

La infeccién pulmonar suele cursar con una neu-
monitis bilateral, que en ocasiones se encuentra
asociada a otro proceso neumdnico. Pocas semanas
después se disemina por la mucosa orofaringea y
conjuntival, provocando pequeiias tilceras exudati-
vas poco dolorosas, asi como por la piel. Ademas de
las lesiones ulcerosas, pueden presentarse pequenos
abscesos fistulizados. Las diseminaciones a los drga-
nos internos, incluyendo el cerebro, revisten mucha
gravedad, produciendo la muerte en la mayoria de
los casos a pesar del tratamiento especifico.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Esputo.
* Exudado de ilceras.
* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Para observar con precision
los elementos fungicos se puede agregar a la mues-
tra una gota de KOH al 15 % o lugol bacteriolé-
gico. En el microscopio se aprecian las levaduras
redondas, cuya caracteristica es la de tener dos o
mads brotes en la superficie en forma de “timén
de barco™. En ocasiones estos blastoconidios se
disponen en forma catenulada y las gemaciones
suelen tener una base muy estrecha. Las levadu-
ras son, en ocasiones, ovales o elipticas; cuando
son jovenes miden entre 5 v 10 pm y las maduras
de 30 a 50 pym (fig. 5.10).

Cultivo. P. brasiliensis es de crecimiento lento;
los productos biolégicos se siembran en medio de
Sabouraud con antibiéticos y se incuban a 26°C
por un periodo de 20 a 30 dias; al cabo de éste se
observan pequenas colonias blancas o amarillen-
tas, de superficie vellosa, con bordes bien defini-
dos (fig. 5.11).
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Fig. 5.10. Examen en fresco de P brasiliensis. Se observa la levadu-
ra caracteristica, multigemante, con cuello de gemacion angosto:
al gemacion sucesiva (10X); bl gemacion maltiple (40X). (Cortesia de
R. Victoria.)

Fig. 5.11. F. brasiliensis, colonia blanca, de superficie aterciopelada o
filamentosa, irregular y de crecimiento lento.
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Es recomendable sembrar al mismo tiempo
los productos biolégicos en medios enriquecidos,
como el agar sangre o el agar extracto de levadura
adicionado con cloramfenicol, e incubarlos a 37 °C
para obtener el desarrollo de la fase levaduriforme,
entre 10 y 15 dias. La observacién microscépica de
los cultivos de la fase filamentosa pone de mani-
fiesto a las hifas septadas con escasos aleurioco-
nidios piriformes de conididéforo corto de 2 a 3 pym
de didmetro (fig. 5.12). En ocasiones se observan
clamidoconidios intercalares y artroconidios.

Fig. 5.12. Aspecto microscopico de P brasiliensis. Micelio fino, septado
¥ microconidios piriformes de 2 3 3 pum.

A partir del cultivo a 37 °C se observan leva-
duras redondas u ovales con multigemaciones
periféricas. La morfologfa colonial de la fase fila-
mentosa es indistinguible de la de Blastomyces
dermatitidis, por lo que es indispensable hacer la
conversion a la fase levaduriforme (fig. 5.13).

Fig. 5.13. F. brosiliensis en fase de transformacion de micelio a leva-
dura en medio de cultivo enriquecido. Se observan estructuras levadu-
riformes multigemantes.

Pruebas inmunolégicas. Existen varias pruebas
que pueden utilizarse, como las siguientes:

La reaccidn de fijacidn del complemento (RFC).
Se realiza con el antigeno inmunodominante
gp43.

La inmunodifusion en agar (ID). Esta se realiza
con antigeno de la fase levaduriforme, en la cual
se pueden presentar tres bandas, siendo la prime-
ra y la segunda las especificas. Los titulos en las
reacciones desaparecen muchos meses después de
la curacién de los pacientes. En ocasiones, estas
reacciones pueden cruzar con sueros de pacientes
con histoplasmosis y coccidioidomicosis. La inmu-
nodifusién es especifica y sensible en 90 % de los
casos. Las técnicas de ELISA y de RFC son mucho
mds especificas y sensibles, pero dada la facilidad
para realizar la ID se prefiere ésta en la mayoria de
los laboratorios de diagnéstico.

Intradermorreaccidn (IDR). Esta prueba cutd
nea con paracoccidioidina es 1til en encuesta:
epidemiolégicas, ya que ayuda a revelar el gra
do de endemicidad del padecimiento. Esta prueb.
también es util para evaluar el curso clinico de I
paracoccidioidomicosis, ya que, en casos graves
el estado de anergia hace desaparecer la positivi
dad de la reaccién. Los casos curados mantienen
por largo tiempo la dermorreaccion positiva. En
bajo porcentaje la paracoccidioidina cruza con la
histoplasmina, por lo que hay que tomar esto en
consideracién cuando se superponen las dreas en-
démicas de estas dos micosis.

Histopatologia. Con la tincién de hematoxili-
na-eosina, en el tejido infectado se observan
imdgenes de reaccién granulomatosa entremez-
cladas con abscesos pidgenos y necrosis focal.
Entre las zonas de macréfagos, histiocitos, linfo-
citos y células plasmdticas se observan las leva-
duras multigemantes. En las lesiones de la piel
y las mucosas se aprecia una hiperplasia seudo-
epiteliomatosa, con pequefios abscesos y reac-
cién granulomatosa.

La imagen histoldgica es similar a la de la blas-
tomicosis, por lo que es requisito identificar a las
levaduras multigemantes que miden de 10 a 30
micras de didmetro. Estas estructuras son mds f4-
cilmente reconocibles cuando se tifien los cortes
con la técnica de PAS o con Grocott (impregnacién
argéntica) (fig. 5.14).

Deben extremarse los cuidados en el manejo
de los cultivos de la fase filamentosa, ya que la
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Fig. 5.14. Paracoccidioidomicosis, corte histolégico: o) tincion de Gro-
cott, en la que se observan las caracteristicas levaduras multigemantes
de color negro; b) corte tefido con Grocott maodificado.

ruptura de un tubo o la inhalacién directa de los
conidios puede ocasionar una infeccién accidental
de laboratorio.

En los casos en los que se sospeche el padeci-
miento, se recomienda hacer varias tomas de pro-
ductos patolégicos, en dias sucesivos, hasta con-
firmar o descartar el diagndstico.

Las reacciones serolégicas para este fin son de
gran utilidad. También témese en cuenta el lento
crecimiento de las colonias, por lo cual no se de-
berdn desechar los medios de cultivo antes de 30
dias de su incubacioén.
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BLASTOMICOSIS
DescripCiON

La blastomicosis es una micosis que se carac-
teriza por lesiones cutdneas verrugosas y lesiones
viscerales, sobre todo a nivel pulmonar. Blastomy-
ces dermatitidis es el agente etiol6gico de este pa-
decimiento. Este es un hongo dimérfico que en
la naturaleza y en medios de cultive mantenidos
a 25°C, se desarrolla en forma de micelio; pero
cuando se desarrolla en el hospedero o en medios
de cultivo mantenidos a 37 °C, es levaduriforme.
Presenta, ademads, una fase teleomoérfica (sexua-
da) que lo ubica dentro de los Ascomycetes, en
cuyo caso se llama Ajellomyces dermatitidis.

El hongo habita en el suelo de zonas agricolas y
su aislamiento es dificil.

El padecimiento es comiin en Norteamérica, de
donde proceden la mayoria de los casos, princi-
palmente en el valle del Mississippi. No se han re-
portado casos autdctonos en México, aun cuando
se han diagnosticado pocos casos en inmigrantes
procedentes de Estados Unidos de América.

El mayor ndmero de casos se produce en zonas
agricolas. No hay distincién de raza y en cuanto al
sexo, los hombres se muestran mds susceptibles
que las mujeres. El grupo etario mds afectado se
ubica entre los 30 y los 60 afios de edad.

El mecanismo de infeccion es a través de la in-
halacién. La enfermedad también ha sido diagnos-
ticada en mamiferos canidos como el perro y el
lobo. Todos los factores que deprimen la inmuni-
dad favorecen la diseminacion del padecimiento.

En general, la blastomicosis se divide en tres
formas clinicas:

Pulmonar. Es el sitio donde se instala el agente
etioldgico y por lo general cura espontineamente
antes de diseminarse; algunas veces produce neu-
monia bilateral.

Cutdnea. Es la mds frecuente y mejor conocida
y generalmente resulta de una diseminacién hema-
togena; las lesiones cutineas comienzan con papu-
las que se extienden periféricamente, con bordes
sinuosos y formando microabscesos. Las lesiones
se tornan verrugosas, localizindose con mayor fre-
cuencia en la cara, las manos y los pies. Esta for-
ma clinica puede llevar al paciente a incapacidad
fisica.

Generalizada. Es el resultado de la disemina-
cion hematégena del agente etiolégico por dife-
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rentes organos; con mayor frecuencia se afectan
el higado, los huesos vy el tracto genitourinario. El
prondstico depende del cuadro clinico, aunque la
mayoria de las veces es benigno, ya sea en los ca-
sos de localizacién pulmonar, en los casos de dise-
minacidn cutdnea o cuando la terapia se instaura
con oportunidad.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

¢ Esputo.

Pus de lesiones cutdneas.
Producto de lavado bronquial.
Material de biopsia.

Suero.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. El esputo, los exudados o el
material de biopsia se maceran en un mortero con
solucidn salina; se toma una muestra de la sus-
pension, se agrega una gota de KOH al 15% vy se
observa al microscopio. Se aprecia B. dermatitidis
en forma de levaduras redondas, de pared gruesa,
de 8 a 15 pm de didmetro, unigemantes, donde el
blastoconidio estd unido a la célula madre por me-
dio de un cuello ancho; frecuentemente se observa
un septo que separa a las dos células. El citoplas-
ma es granular, con gran cantidad de corpisculos
refringentes, ademds de ser multinucleado.

Frotis. A partir de exudados o de improntas se
efectian las tinciones de rutina, ya sean simples
0 compuestas, y en ellas se observan con mayor
claridad las estructuras descritas anteriormente.

Cultivo. En el medio de Sabouraud adiciona-
do con antibidticos, incubado entre 22 y 28 °C, se
obtienen colonias blancas, vellosas y con pliegues
radiales (fig. 5.15). Al microscopio se observa un
micelio muy fino, con conidios redondos u ovoi-
des, de 3 a 5 pm de didmetro, que pueden ser sési-
les o portados por conidiéforos cortos, muy pare-
cidos a los de P. brasiliensis (véase fig. 5.12).

En medios enriquecidos, como el BHI, incuba-
do a 37 °C, se obtiene el crecimiento de colonias
levaduriformes, planas, pastosas y de color ama-
rillento. Al microscopio se observan las tipicas le-
vaduras redondas, multinucleadas y unigemantes,
similares a la forma parasitaria.

Otros medios de cultivo que se utilizan para el
estudio de B. dermatitidis son: el agar-levadura

Fig. 5.15. B dermotitidis. Colonia blanca, aterciopelada, de aspecto

cerebriforme y de crecimiento lento,

fosfato de amonio, para el aislamiento del hongo
a partir del esputo; el agar extracto de suelo, para
el mantenimiento del hongo en su fase micelial,
y finalmente el agar-semilla de algoddn, para la
obtencién de la fase levaduriforme.

Pruebas inmunoldgicas. Las pruebas inmuno-
légicas mds importantes son:

Doble inmunodifusion (ID). Es la prueba mds
sensible y especifica, ya que da 80 % de resulta-
dos positivos, siempre que los sueros estén recién
obtenidos.

Reaccion de fijacion de complemento (RFC). Es
altamente sensible, pero con un gran nimero de
resultados falsos positivos.

Técnica de ELISA. Presenta una alta especifici-
dad, aunque su uso no esta muy extendido.

Intradermorreaccion (IDR). Esta prueba cuté-
nea de hipersensibilidad de tipo tardio con blasto-
micina da 41 % de respuestas positivas en pacien-
tes con blastomicosis diseminada cronica; en las
formas pulmonares el porcentaje aumenta. Esta
prueba tiene la misma utilidad que otras IDR apli-
cadas a las micosis sistémicas.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

Con cualquier técnica serolégica usada se debe-
rd tener en cuenta la apariciéon de reacciones cru-
zadas en sueros de pacientes con histoplasmosis,
coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis.

Histopatologia. La reaccidn tisular varia desde
una reaccién granulomatosa epitelioide hasta la
supuracién, necrosis y fibrosis o la combinacién
de todas ellas. En la forma crénica, la reaccién es
una hiperplasia granulomatosa, mientras que en
la forma sistémica se encuentra generalmente su-
puracién y necrosis con la presencia de gran nu-
mero de microorganismos. Los cortes histopatolo-
gicos tenidos con PAS o Gomori Grocott demues-
tran facilmente las levaduras unigemantes con las
mismas caracteristicas mencionadas en el examen
directo (fig. 5.16).

PRUEBA ESPECIAL

Exoantigenos. Véase Histoplasmosis.
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Fig. 5.16. Blastomicosis. Corte histoldgico, donde se observan las le-
vaduras unigemantes de cuello amplio que son caracteristicas de 8.
dermatitidis: o) tincidn con PAS sin contraste; 8) tincion de Grocott

modificado.
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CANDIDOSIS
Descripcion

La candidosis o candidiasis es 1a micosis opor-
tunista mds frecuente. Es una infeccién aguda
o cronica de las mucosas, piel, ufias o tejidos
profundos, causada por levaduras del género
Candida.

En general afecta a todos los grupos de edad,
sexo, raza y ocupacioén, aunque algunos tipos par-
ticulares de candidosis afectan con mayor fre-

cuencia a determinados grupos de personas; por
ejemplo, la candidosis bucal muestra mayor inci-
dencia en los lactantes, la mucocutdnea crénica
y la granulomatosa se observan preferentemente
en preescolares y la candidosis intertriginosa en
adultos obesos y diabéticos.

Candida es una levadura comensal del hom-
bre, que habita en la piel, mucosas, vias respira-
torias altas y tractos genitourinario y digestivo;
existen caracteristicas generales que ayudan a
identificar a Candida de otras especies de levadu-

. ras (cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Identificacion de los principales géneros de levaduras.

e e o PR o

* Cardcter ausente, ** Cardcter presente.

*=* Cardcter variable.
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Lo que determina la adquisicion de la candidosis
es la presencia de factores de oportunismo que predis-
pongan a un individuo, como diabetes, carcinomas,
leucemia, prematurez, endocrinopatias, trasplantes,
cirugias, terapias directamente inmunosupresoras,
administracién de antimetabolitos, antibioticotera-
pia, anticonceptivos, drogadiccién y diversas inmu-
nopatias, como leucopenias 0 neutropenias.

Segun F. Odds, existen aproximadamente 200
especies de Candida; sin embargo, son menos de
20 las especies asociadas a infeccién en mamiferos.
La especie mds frecuentemente relacionada con pa-
tologias es C. albicans, seguida por C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis.

Los hongos del género Candida son levaduras
redondas u ovaladas de 3 a 7 pm de didmetro,
que se reproducen por blastoconidios, ademds
de que algunas especies forman seudomicelio y
otras como C. albicans y C. dubliniensis incluso
forman micelio verdadero y clamidoconidios.

Ninguna de las especies presenta pigmento ca-
rotenoide, ni asimila el inositol y todas ellas care-
cen de cdpsula. Cada especie tiene capacidades de
asimilacién de carbohidratos y compuestos nitro-
genados, asi como de fermentacién de carbohidra-
tos que las identifica (fig. 6.1).

Esas caracteristicas hacen facilmente distingui-

Fig. 6.1. Lineamientos generales para la identificacion de
especies de Candida.

ble a cada especie y todas se han clasificado den-
tro del filo Ascomycota e incluso en algunas de
ellas se ha descrito la forma sexual.

La fuente de infeccién puede ser exdgena, a tra-
vés de venoclisis, cirugia cardiaca, alimentacién
parenteral, etc; sin embargo, en la mayoria de los
casos, la fuente de infeccidn es endégena y se des-
arrolla a partir de los sitios donde Candida habita
como comensal.

La gravedad de la candidosis estd en funcién del
nivel de inmunodepresion del paciente. En gene-
ral, en la candidosis superficial el prondstico es
bueno, pero en algunos casos de candidosis sisté-
mica la evolucidn es fatal.

Las formas clinicas dependen de la localizacion
de la infeccién y las principales son:

Cutdnea. Se presentan lesiones tipicamente eri-
tematosas, papulosas o vesiculopustulosas, exu-
dativas y con placas blancas, de mdrgenes bien
definidos y en algunas ocasiones con pustulas
periféricas, con prurito moderado, presencia de
grietas y dolor. Aparecen principalmente en plie-
gues de flexién e intertrigos.

Onicomicosis. Las ufias de las manos son las
que se afectan con mayor frecuencia. Hay erite-
ma alrededor de la una y edema doloroso (paroni-
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quia). La infeccion cronica afecta el crecimiento de
la una, produciendo surcos transversales o longi-
tudinales. La queratina de las ufias toma un color
que va desde el amarillo hasta el negro pardo; con
frecuencia hay desprendimiento de la parte distal
de la ufia (onicdlisis).

Membranas mucosas. Afecta principalmente a
la boca, al surco balanoprepucial, a la vagina y a la
conjuntiva. Predomina un enantema doloroso con
exudado blanco o beige, por debajo del cual puede
haber petequias o erosiones hemorragicas que sue-
len ulcerarse. En algunas ocasiones se puede pre-
sentar con escamas lamelares y costras serosas. En
la vaginitis hay leucorrea, dispareunia y prurito.

Candidosis sistémica. Los signos y sintomas
son inespecificos y suele confundirse facilmente
con infecciones bacterianas o de otras etiologias.
Generalmente se presenta fiebre irregular, astenia,
adinamia y mal estado general; esta sintomatolo-
gia se acompana de la ocasionada por el érgano o
sistema afectado.

Candidosis gastroesofdgica. Se presenta he-
morragia gdstrica, disfagia, vomito y dolor retro-
esternal intenso, cuadro indistinguible de otras
patologias frecuentes a este nivel.

Candidosis intestinal. Los datos clinicos mas
sobresalientes son diarreas con evacuaciones mu-
cosas de color blanco, dolor abdominal moderado
y meteorismao.

Candidosis pulmonar. Frecuentemente se pre-
senta el sindrome neumdnico caracterizado por
tos, dolor tordcico, disnea v esputo blanco.

Candidosis urinaria. Puede ser tinicamente de
rifidn, en cuyo caso las manifestaciones son las de
una pielonefritis; en la localizacién vesical y uretral
se presenta polaquiuria, dolor vesical y manifesta-
ciones de uretritis.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

Escamas de piel y ufias.

Exudados de lesiones cutdneas y mucosas.
Esputo (tres muestras consecutivas).
Productos obtenidos de cepillado y lavado bron-
quial.

Orina.

Materia fecal.

Liquido cefalorraquideo.

Sangre.

Material de biopsia.

Suero.

"« 8 8 @
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Otros productos: fragmentos de sondas, de ca-
téteres, protesis cardiacas o cualquier otro mate-
rial sospechoso de ser el vehiculo infeccioso

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Este procedimiento es reco-
mendable para identificar las levaduras, hifas v/o
seudohifas en muestras patologicas liquidas o se-
miliquidas, como orina, exudados, liquido cefalo-
rraquideo o esputo. La observacidn se hace de pre-
ferencia con éptica de contraste de fase, o cerrando
el diafragma del microscopio con el fin de visuali-
zar bien el contorno de las estructuras flingicas.

Se debe proceder segiin sea el tipo de muestra.
La orina y el liquido cefalorraquideo se centrifugan
y se toman unas gotas del sedimento. Las escamas
se tratan con KOH al 15 %.

Al frasco con esputo se le agregan 5 o 10 ml de
hidréoxido de sodio (NaOH]) al 15 % para hidroli-
zar y los exudados diversos pueden procesarse
con solucidn fisioldgica. Las células redondas u
ovaladas con blastoconidios y en algunas ocasio-
nes con seudofilamentos o filamentos verdaderos
son caracteristicas de Candida (fig. 6.2).

Fig. 6.2. Examen directo de exudado vaginal. Se observan levaduras y
seudofilamentos de Candido spp.

Frotis. Con excepcion de las escamas de piel v
unas, con cualquiera de los especimenes se pue-
de realizar un frotis, el cual se tifie con la técnica
de Gram, observdandose claramente las levaduras
redondas o alargadas, con o sin filamentos, todas
grampositivas, o tefiirlas con la coloracién de PAS
(fig. 6.3).
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Fig. 6.3. Levaduras y seudofilamentos de C. albicons: a) escamas de
piel tefiidas con eritrosina; b) materia fecal tefida con PAS.

Se deberd descartar la posibilidad de que los
elementos fliingicos observados sean parte de la
biota comensal. El criterio para considerar la pre-
sencia de Candida con significado patoldgico en
productos provenientes de sitios donde habita
normalmente es encontrarla en nimerc abundan-
te (incontables levaduras, hifas o seudohifas en
tres muestras consecutivas). En cambio, en todos
los productos patoldgicos provenientes de tejidos
v de organos internos, la presencia de una o mds
levaduras o estructuras filamentosas en el frotis o
en el examen directo tiene significado patoldgico.

Cultivo. Los productos se siembran en agar
dextrosa Sabouraud, con y sin cicloheximida (Ac-
tidiona®). Se incuban a una temperatura de 25 a
30°C durante cinco dias, periodo en el que se des-
arrollan colonias cremosas blanco-amarillentas,
lustrosas, poco elevadas y con bordes bien defi-
nidos (fig. 6.4).

Para que el cultivo tenga valor diagnoéstico, de-
bido al cardcter comensal de Candida, se deberd
aislar a la levadura en un minimo de tres mues-
tras consecutivas v en forma abundante cuando

Fig. 6.4. C. albicans en medio de Sabouraud simple. Colonias blancas,
humedas, brillantes, redondas v de bordes bien definidos.

el producto biolégico proceda de la piel, las ufias,
las mucosas, el tracto respiratorio v el digestivo;
en cambio, cuando proceda de biopsias, sangre,
orina tomada por puncién suprapibica y de liqui-
dos y exudados internos, basta la presencia de una
colonia para que tenga significado patolégico.

Ademas de los productos biolégicos, los frag-
mentos de catéteres, sondas o vdlvulas cardiacas
también pueden ser cultivados en los medios men-
cionados, una vez cortados en pequefios fragmen-
tos con tijeras estériles.

Pruebas para identificacion de especies. En el
cuadro 6.2 se anotan las principales caracteristicas
bioqufmicas y fisioldgicas que permiten diferen-
ciar a las diversas especies de Candida. Las prue-
bas usadas con mavor frecuencia son:

Produccidn de clamidoconidios. Se realiza sem-
brando en estria las colonias de Candida en un me-
dio de harina de maiz, en agar harina de arroz o en
agar Niger. Al cabo de tres a cinco dias se observan
con facilidad los clamidoconidios, hifas y blastoco-
nidios en un examen microscdpico, si el aislado
estudiado corresponde a C. albicans o a C. dubli-
niensis (fig. 6.5). En el caso de presentarse exclu-
sivamente levaduras con blastoconidios, entonces
el aislado se identificard como C. glabrata.

Filamentacidn en suero humano a 37 °C. Sola-
mente C. albicans y C. dubliniensis producen
abundantes tubos germinativos (mds de 50 %)
cuando se siembra una asada del cultivo en estu-
dio en 0.5 ml de suero fresco humano o de conejo.
Seincuba a 37 °C por al menos dos horas y se hace
la lectura al microscopio (fig. 6.6).

Medios de cultivo cromdgenos. Son medios nu-
tritivos para aislar y diferenciar levaduras a partir
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Cuadro 6.2. Identificacion de Candida spp.

A S S, e

Auxancgrama = medio sintético con peptona y sin carbohidratos

Zimograma = medio peptonado, indicador pH, anaerobio
Actidiona + = resistente

Actidiona — = sensible

v = variable

Fig. 6.5. Produccion de clamidoconidios en agar Niger: a) dnicos o soli-
tarios de pared gruesa caracteristicos de C albicans; b) clamidoconidios
en racimos abundantes de C dublinensis.

Tomada y modificada de Segretain, G., E. Drouhet y F. Mariat (1987).

Fig. 6.6. Pruebas de filamentacidn en suero positiva. C albicans pro-
duce gran cantidad de tubos germinativos a partir de las levaduras.

del cultivo de especimenes clinicos por el color de
la morfologia colonial, lo que permite identificar
a las levaduras incluso en cultivos mixtos. El fun-
damento es la capacidad de las especies de hidro-
lizar diferentes sustratos cromégenos. Los medios
pueden ser caseros como el agar BIGGY (bismuth-
glucose-glycine-yeast) o agar Pagano-Levin, pero
actualmente el comercio ofrece marcas como
CHROMagar™Candida (fig. 6.7) o el chromID™
Candida o CandiSelect™.
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Fig. 6.7. Cultivo de tres especies en CHROMagar Condida: o) C. albicans [verde claro); b) C. paropsilosis (rosa palido)
v ¢) C tropicolis [azul intensa). (Cortesio de la doctora Patricia Manzano.)

Auxanograma. Se puede emplear el auxanogra-
ma del nitrégeno o del carbono. Este tltimo es el
mds utilizado. A través del patron de asimilacién
de azicares se identifican las diferentes especies
de levaduras.

El auxanograma puede efectuarse de manera
tradicional en placas con discos de papel impreg-
nados con concentraciones estindar de diferentes
azucares (fig. 6.8) o en tubo, en donde los aziica-
res se encuentran en solucién. Posterior a la in-
cubacién, se observa en qué carbohidrato hubo
crecimiento para finalmente identificar a la leva-
dura, comparando los resultados de la asimilacién
con los cuadros de identificacion incluidos en los
libros de micologia médica.

Asimismo, los laboratorios han desarrollado mé-
todos semiautomatizados de auxanograma como
el API 20C®, el ID 32C® o el Auxacolor®, asi como
sistemas automatizados como el MicroScan®, el

Fig. 6.8. Auxanograma del carbono. Los halos de crecimiento, alre-
dedor de los discos, indican la asimilacion del azdcar correspondiente.

VITEK?®1 o 2 o0 el método Crystal GP® (fig. 6.9). Las
principales ventajas de los métodos comerciales
son la rapidez de ejecucién con un mavor nimero
de sustratos, que contribuyen a una mejor confia-
bilidad de identificacién.

Fig. 6.9. Identificacion de levaduras mediante auxanograma automa-
tizado por VITEK®.

Zimograma. Las propiedades fermentativas de
cada especie de Candida son caracteristicas y se
demuestran por la produccién de dcido y de gas en
medios liquidos que contienen diferentes carbohi-
dratos. Los sistemas de zimograma se incuban a
37 °C por siete dias,

Pruebas inmunoldgicas. Las siguientes prue-
bas no se utilizan como diagndstico en caso de
candidosis superficiales; sin embargo, en los casos
de candidosis granulomatosas y de candidosis sis-
témicas, la serologia es de gran utilidad.
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Doble inmunodifusidn, La presencia de dos o
mds bandas tiene valor diagnéstico; es de gran uti-
lidad en candidosis profundas.

Contrainmunoelectroforesis. Se observa el mis-
mo nimero de bandas que en la doble inmunodi-
fusién y tiene la ventaja de ser positiva en s6lo 45
minutos.

Reaccidn de aglutinacion de ldtex. Es muy
sensible y especifica. Las candidosis superficia-
les pueden dar la reaccién positiva; sin embargo,
los tftulos de 1:4 o mds corresponden general-
mente a las formas sistémicas.

Inmunofluorescencia indirecta. Anticuerpe an-
timicelio de C. albicans®, prueba que identifica la
presencia de anticuerpos frente al antigeno del mi-
celio de C. albicans, pero también es positiva en
pacientes con candidiasis invasora por C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C. guiliier-
mondii y C. dubliniensis. Tiene gran utilidad para
el diagndstico y el seguimiento de la respuesta que
desarrolla el paciente frente al tratamiento adminis-
trado. Tltulos iguales o superiores a 1/160 son com-
patibles con la existencia de candidosis invasiva.

ELISA. Es la prueba serolégica de eleccién, pues
su sensibilidad y especificidad son bastante confia-
bles. Comercialmente: Platelia Candida Ag® iden-
tifica el antigeno manano en suero. Las distintas
especies que presentan reaccién positiva son:; C.
albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. gabrata, C.
guilliermondii, C. lusitaniae y C. tropicalis. Presenta
reaccién cruzada frente a los géneros Aspergillus y
Cryptococcus. Platelia, Candida Ab/Ac/Ak® identi-
fica anticuerpos frente al antigeno manano.

Intradermorreaccign. La prueba de hipersensi-
bilidad retardada efectuada cen la inoculacion de
0.1 ml de candidina via intradérmica en el pacien-
te no se considera con valor diagnéstico cuando es
positiva; sin embargo, es util para valorar, junto
con la aplicacion intradérmica de otros antigenos,
el estado de la inmunidad celular del paciente. En
quienes son anérgicos v cursan con candidosis
granulomatosa, mucocutidnea o diseminada y en
quienes la intradermorreaccion es negativa el pro-
ndstico es grave,

Histopatologia. Se encuentran diferentes ima-
genes, dependiendo del tipo clinico de candido-
sis y del tiempo de evolucion. En los abscesos
que contienen neutréfilos degenerados, los ele-
mentos levaduriformes estdn rodeados por una
zona de histiocitosis en la mayoria de los tejidos
afectados. En pacientes inmunodeficientes, la
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reaccién celular es minima o ausente. Cuando
se llegan a formar granulomas, éstos estan cons-
tituidos por un infiltrado crénico inflamatorio,
células gigantes e histiocitos. En algunas ocasio-
nes se presentan reacciones necrdticas v forma-
cién de tlceras. En cualquier caso, los elementos
fingicos (levaduras, micelio y seudomicelio) se
observan fdcilmente (fig. 6.10). En los cortes his-
tologicos tefiidos con hematoxilina-eosina se di-
ficulta la observacién del hongo, por lo cual se
deberdn utilizar, ademads, las tinciones de PAS o
de Grocott.

Fig. 6.10. Imagenes de candidosis invasiva, ambas tefidas con PAS,
donde se observan abundantes levaduras v filamentos: a) piel de
pene; b) corte de endocardio.

Inoculacion en animales. Este procedimiento
no es util como método diagndstico; sin embar-
go, se usa ampliamente para reproducir modelos
experimentales y para la valoracidn de drogas
en condiciones naturales. C. albicans es la dnica
especie virulenta para animales de laboratorio,
como el ratén, el conejo vy el cobayo, los cuales
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98  CAP 6 MICOSIS OPORTUNISTAS

son susceptibles a la infeccién cuando se adminis-
tra el inéculo via intravenosa. Otras especies de
Candida pueden afectar a los animales menciona-
dos, siempre que el indculo sea administrado en
grandes dosis 0 que se inmunodeprima al animal.
Aun en estas condiciones no se produce, general-
mente, una invasion progresiva en los tejidos y las
infecciones suelen ser efimeras.

CRIPTOCOCOSIS

DEescrIPCION

La criptococosis es una micosis oportunista que
se presenta en forma aguda, subaguda o crénica,
producida principalmente por los hongos levadu-
riformes y encapsulados Cryptococcus neoformans
(vars, grubii y neoformans) y C. gattii. En la mayo-
ria de los casos la infeccion es pulmonar primaria
y se disemina principalmente hacia el sistema ner-
vioso central, los huesos v la piel. En pocos casos
se describen infecciones cutdneas primarias.

El género Cryptococcus incluye aproximada-
mente 37 especies que morfolégicamente se pre-
sentan como levaduras redondas o esféricas de
2 a 7 pm de didmetro, con presencia de una cap-
sula compuesta principalmente de polisacaridos,
con la cual se alcanza un tamano de 20 pm de
diametro.

Las especies patdgenas C. neoformans y C.
gattii presentan diferentes determinantes antige-
nicos, por lo que se han subtipificado en cuatro
serotipos dominantes: serotipo A (C. neoformans
var. grubii), B y C (C. neoformans var. gattii) y D
(C. neoformans var. neoformans).

La fase sexual de estos microorganismos corres-
ponde a Filobasidiella neoformans y F. bacillis-
pora, ubicadas en el filo Basidiomycota. Existen
serotipos hibridos como el AD, BD o AB creados a
través de la cruza de tipos sexuales opuestos.

C. neoformans tiene una amplia distribucién
mundial, mientras que C. gattii aparentemente
tiene hdbitats mds restringidos; sin embargo, los
casos de criptococosis son reportados en todo el
mundo. No hay predileccién por alguin grupo eta-
rio, racial u ocupacional y en general hay predo-
minio en el sexo masculino. En realidad un factor
importante para la adquisicién de la micosis es la
presencia de inmunocompromiso en el paciente.

C. neoformans se encuentra asociado a la mate-
ria fecal de diferentes aves, principalmente aque-

llas pertenecientes al orden columbiformes (pa-
lomas, pichones, tortolitas, etc.), aungue también
ha sido aislado de frutas y vegetales. C. gattii ha
sido aislado de la naturaleza, a partir de materia-
les vegetales de drboles de Eucalyptus spp, Mo-
quilea tomentosa, Terminalia cattapa (4rbol del
almendro), del enebro (Juniperus virginiana) en
diferentes paises de América y Oceania.

Entre los factores conocidos que favorecen a la
infeccion estdn: el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (sida), la leucemia, el lupus eritema-
toso, la sarcoidosis, la enfermedad de Hodgkin y
la administracién de corticosteroides por tiempo
prolongado.

Después de la inhalacién de las levaduras, la
infeccién se puede resolver espontdneamente en
casi 90 % de los casos; sin embargo, cuando el
estado inmunoldgico del paciente es deficiente, la
enfermedad se manifiesta con signos y sintomas
neurologicos y casi siempre con mal prondstico.

En las formas pulmonares, los sintomas son
muy semejantes a los causados por otras infec-
ciones de vias respiratorias y en ocasiones estas
manifestaciones son inadvertidas. Las levaduras
pueden diseminarse a cualquier érgano o tejido,
pero esencialmente tienen afinidad por las menin-
ges vy el cerebro.

Cuando C. neoformans o C. gattii alcanzan esos
sitios, la sintomatologia corresponde bdsicamente
a una meningitis, observandose rigidez de la nuca,
vomito en proyectil, cefalea e hipertension endo-
craneana. Si la neurocriptococosis se diagnostica
oportunamente y se instaura la terapia tratando de
corregir el factor o los factores predisponentes, el
pronostico es favorable para el paciente.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

Esputo.

Liquido cefalorraquideo.
Exudados.

Orina.

Liquido prostdtico.
Material de biopsia.
Suero.

*® & & 8 8 8 B

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Es el métado de eleccién para
el diagnostico inicial y se recomienda practicarlo

booksmedicos.org



https://booksmedicos.org

por rutina en todos los casos con sintomatologia
neurocerebral.

El liquido cefalorraquideo o la orina se centrifu-
gan y del sedimento se colocan 50 pl en el porta-
objetos; enseguida se agrega una gota de tinta chi-
na para poner de manifiesto a través del micros-
copio la presencia de la cdpsula sobre un fondo
negro y dentra de la cdpsula el cuerpo redondo
de la levadura. El esputo puede ser tratado con
NaOH al 10 % para hacer menos denso a ese espé-
cimen, hacer un examen directo con tinta china y
observar las levaduras capsuladas caracteristicas

(fig. 6.11).

Fig. 6.11. C. neoformans Tincion negativa con tinta china en LCR,
‘n la que se observan las levaduras redondas, unigemantes con gran
apsula (40K,

Frotis. Los frotis o improntas son menos usados
que el examen directo; sin embargo, si se recurre
a ellos, se utilizan las tinciones de PAS o Papani-
colau, con las cuales las levaduras se observan ro-
sadas o rojas, rodeadas de una cdpsula que capta
muy poco el colorante.

Cultivo. Para los productos con menor contami-
nacion, como el liquido cefalorraquideo, la orina y
los fragmentos de biopsia, se emplean medios de
agar dextrosa Sabouraud sin cicloheximida e in-
cubando a 30°C se desarrollan colonias mucoides
brillantes de color blanco-amarillo, o ligeramente
rosadas, poco elevadas v con bordes continuos
(fig. 6.12).

En el examen microscopico de los cultivos se
observan levaduras redondas de 7 a 15 pm de dié-
metro, algunas de las cuales producen blastoconi-
dios en uno o dos puntos v estdn rodeadas de una
cdpsula (fig. 6.13); la presencia de seudomicelio
25 rara.

99

Fig. 6.12, Dos variedades de colonias de C neoformans: o) varie-
dad amarillenta, mucoide v himeda; b) variedad semihimeda, poca
mucoige

Fig. 6.13, Exarmen directo de una colonia de C neoformens. [Tincion
negativa con tinta china.)
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En el caso de muestras contaminadas, como el
esputo, la materia fecal y los exudados, se reco-
mienda también efectuar la siembra en el medio
de agar Niger (Staib), en el cual exclusivamente
las colonias de C. neoformans y C. gattii desarrollan
un color marrdn caracteristico (fig. 6.14).

Fig. 6.14. C neoformons. Aspecto de una colonia en el medio de
Staib, donde se observa ¢l color marrén oscuro caracteristico de esta
levadura.

Pruebas especiales. Existen algunas pruebas es-
peciales, como las que a continuacién se indican:

Produccion de ureasa. Para realizarla se utiliza
el medio de agar urea de Christensen, en el cual
se inocula una asada de la levadura en estudio.
Los medios de cultivo se incuban a 37 °C durante
seis horas o a temperatura ambiente durante tres
dias. Las levaduras del género Cryptococcus son
positivas a esta prueba, resultado que comparten
con los géneros Malassezia, Trichosporon v Rho-
dotorula.

Auxanograma. Se utiliza el auxanograma del
carbono, con las mismas caracteristicas mencio-
nadas en el capitulo de candidosis. La asimilacién
del inositol, es una caracteristica del género Cryp-
tococcus (cuadro 6.3).

El género Cryptococcus no fermenta los azica-
res y, por tanto, el zimograma no tiene utilidad.

Pruebas inmunolégicas. Se recomienda utili-
zar como técnica de eleccién la aglutinacion de
ldtex, la cual puede efectuarse en suero, liquido
cefalorraquideo, orina y liquido prostdtico. Al agre-

Cuadro 6.3. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de Cryptococcus spp.
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Tomado y modificado de Rippon, C. A.. 1988; Koneman, R. y Roberts, D. G. (1985) (cap. 2, ref. 2).
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gar el espécimen patolégico (con contenido de
antigenos circulantes) a las particulas de latex
sensibilizadas con anticuerpos anti Cryptococcus,
se produce la reaccion de aglutinacidn, la cual es
de alta especificidad; la sensibilidad varia entre
90 y 95 %. En algunos casos los titulos son muy
altos; sin embargo, una reaccién positiva con la
muestra sin diluir se considera de valor diagnés-
tico. Aproximadamente 5% de las pruebas dan
resultados “falsos positivos” y esto se atribuye
sobre todo a la presencia del factor reumatoide.

Inmunofluorescencia indirecta y ELISA. Son las
pruebas en busqueda de anticuerpos circulantes
para el diagndstico; sin embargo, debido a su baja
sensibilidad o especificidad, se utilizan con muy
poca frecuencia.

Intradermorreaccion. Hasta el momento no se
ha obtenido un antigeno estandarizado (criptoco-
quina) que nos permita evaluar la hipersensibili-
dad tardia en este padecimiento; sin embargo, con
los antigenos que se han llegado a procesar, se de-
muestra que la prueba intradérmica no tiene valor
diagnostico y se utiliza exclusivamente con fines
epidemioldgicos.

Histopatologia. Es muy recomendable dividir
el material de biopsia en dos partes: una para el
cultivo micoldgico y la otra para ser procesada en
cortes histolégicos para tenirla con PAS, Grocott o
mucicarmin de Mayer (fig. 6.15).

En general, la infeccién se acompana de una
respuesta inflamatoria minima; las lesiones estin
correlacionadas con la duracién de la enfermedad

Fig. 6.15. C. neoformans en corte histologico de sistema nervioso
central, donde se observan levaduras redondas unigemantes, rodea-
das de una cdpsula y con escasa o nula respuesta inflamatoria (tincién

de PAS).
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y son de dos tipos: si la infeccién es temprana, se
encuentran lesiones gelatinosas o mucilaginosas
(espuma de mar), debido al gran conglomerado
de cdpsulas, pero si la infeccidn es crénica, las
lesiones cambian a granulomatosas y contienen
principalmente linfocitos y células epiteliales. La
necrosis caseosa, la cavitacion y la calcificacién se
observan raramente.

Inoculacién en animales. El raton es el animal
de eleccion; reproduce la infeccién experimental
cuando se inoculan 3 — 5 X 10° células por ml,
va sea via intracraneal o via intraperitoneal; sin
embargo, debido a que los productos patolégicos
contienen una baja cantidad de microorganismos,
este método no se utiliza como procedimiento
diagndstico.

MUCORMICOSIS
DescripcION

La mucormicosis es una infeccién aguda, de
evolucion rdpida, que se presenta cominmente en
diabéticos descompensados y también en pacientes
inmunodeprimidos. Es causada por diversas espe-
cies de hongos que pertenecen al orden Mucorales
del phylum Zygomycota. La via de entrada mds
frecuente es la respiratoria; también existe la im-
plantacién en mucosa bucal, nasal y conjuntival,
y la inoculacién cutdnea por traumatismos, ciru-
gias y aplicacién de material contaminado. Depen-
diendo de la via de entrada, las regiones afectadas
pueden ser: el drea craneofacial, los pulmones, el
tracto gastrointestinal, la piel y con menor frecuen-
cia, otros Organos.

Los agentes etiol6gicos tienen predileccién por
invadir los vasos sanguineos arteriales, causando
una tromboarteritis obliterante (embolizacién) y
consecuentemente necrosis asociada a un proceso
supurativo piégeno. La infeccidn es mas frecuente
en pacientes diabéticos acidéticos, en quienes el
curso es rapidamente fatal, por lo general en 10 a
20 dias.

Rhizopus oryzae (R. arrhizus) es el agente cau-
sal reportado en 90 % de las formas de infeccién
rinocerebrales; especies como Rhizomucor pusi-
llus, R. miehei, Mucor circinelloides, M. indicus
(M. rouxii), M. ramosissimus, M. amphibiorum,
Mycocladus (Absidia) corymbifera, Saksenaea va-
siformis y Cunninghamella bertholletiae (fig. 6.16)
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Mucor
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Rhizomucor

Fig. 6.16. Caracteristicas morfoldgicas de los mucorales mds frecuentes como causantes de enfermedad en

el ser humano.

se presentan con mucho menor frecuencia. El cua-
dro clinico presentado por cada una de esas espe-
cies es muy similar.

Las especies aisladas de los casos humanos son
ubicuas en la naturaleza; se asocian con material
orgdnico en descomposicion, son termotolerantes
y crecen en cualquier sustrato de carbohidratos.

Como en otras micosis oportunistas, en la mu-
cormicosis no existe predominio de sexo, edad o
raza, ni localizacién geogréfica limitada, pero si se
asocia a factores inmunosupresores.

La enfermedad rinocerebral se asocia con ma-
yor frecuencia al diabético no controlado, la in-
feccién pulmonar a los pacientes con leucemia y
linfoma y la afeccién gdstrica con pacientes desnu-
tridos de tercer grado.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Esputo.
* Tejido necrdtico.

* Exudados.
* Raspado de cornetes superiores.
* Material de biopsia.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. El material bioldgico por estu-
diar se procesa con KOH y pasados unos minutos
se observan hifas anchas, de 10 a 15 mm de di4-
metro, con pared gruesa e irregular, no septadas o
escasamente septadas y ramificadas. Algunas ve-
ces se observan células voluminosas e hifas defor-
madas. Estas observaciones deben repetirse por lo
menos en tres estudios seriados (fig. 6.17).

Cultivo. El material de biopsia es una exce-
lente fuente para cultivar el microorganismo,
aungue se puede emplear cualquiera de los otros
productos bioldgicos. Los mucorales crecen prac-
ticamente en todos los medios sin cicloheximida.
Seincubana250a37°Cyen 12 a 18 horas ya es
visible la colonia. Después de tres a cinco dias se
observa madura la colonia. Cuando el cultivo se
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Fig. 6.17. Mucormicosis. Examen directo: filamentos gruesos, de pa-
red irregular, sin septos y con ramificaciones en dngulo recto.

hace a partir de productos provenientes de zonas
habitualmente contaminadas, debe ser seriado.

Hay muchas especies de mucorales en el am-
biente y la morfologia colonial entre ellas es muy
similar, lo cual dificulta su identificacién; sin em-
hargo, enseguida se mencionan algunos parame-
tros morfoldgicos que nos orientan a una mejor
caracterizacion.

RHizopus oryzAe (R. ARRHIZUS)

Las colonias son densas y algodonosas, crecen
nuy rdpido y primero son blancas, pero con la
sporulacién se transforman en grises 0 marrén-
imarillo (fig. 6.18). La presencia de estolones y

Fig. 6.18. Rhizopus sp. Colonias filamentosas, blancas con superficie
oscura y con gran cantidad de micelio aéreo. Los puntos negros que s¢
observan a simple vista corresponden a los esporangios.

MUCORMICOSIS 103

rizoides pigmentados es caracteristica. Hay forma-
cion de esporangiéforos con apéfisis, columela y
multiesporados (fig. 6.19) tnicos o en grupos a
partir de los nodos directamente arriba de los ri-
zoides (fig. 6.20).

Fig. 6.19. Examen directo de un cultivo de Rhizopus, tefido con azul
de algoddn, en donde se observan esporangios con abundantes esporan-
giosporas libres, redondas, de color marron.

Fig. 6.20. Mucorales. Examen directo del cultivo tefido con azul de
algoddn: o) Rhizopus sp, donde se observan rizoides inmediatamente
por debajo de los esporangidforos; bl Mucor sp, en el cual no existen
iz0id
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Esporangios globosos posteriores a la libera-
cion de las esporas, la apdéfisis y la columela fre-
cuentemente se colapsan y dejan una estructura
semejante a una sombrilla (véase la figura 6.19).
Las esporangioesporas son de redondas a ovoides,
unicelulares y de hialinas a marrén.

RHizoMucOR PUSILLUS

Crecimiento compacto y bajo (2-3 mm de alto),
micelio gris-marrén. Hay presencia de estolones,
pero los rizoides estdn escasamente desarrollados.
Es comiin que los esporangiéforos estén ramificados
y son simpodiales e hialinos a amarillo-marrén,
siempre con un tabique por debajo del esporangio.
Los esporangios son globosos (40-60 mm de diame-
tro), con columela en forma de pera (20-30 mm),
a menudo con un rodete o collar. Las esporangios-
poras hialinas tienen paredes lisas a veces ovales
(3-5 mm) v los clamidoconidios estdn ausentes.

MUCOR CIRCINELLOIDES

Las colonias crecen muy rdpido y son de algodo-
nosas a flocosas, de blancas a amarillas, que se con-
vierten en gris oscuro con el desarrollo de los espo-
rangios. Ausencia total de estolones y rizoides (véase
fig. 6.20). Esporangiéforos erectos, simples o ramifi-
cados formando un gran esporangio multiesporado
con apdfisis y una bien desarrollada columela con un
“collarete” notorio en su base. Las esporangiosporas
son hialinas, grises o marrén, de pared suave o fina-
mente adornada. Clamidoconidios y zigosporas (fig.
6.21) frecuentemente estan presentes.

Fig. 6.21. Zigosporas. Estructuras de reproduccion sexual caracteristi-
cas de los hongos pertenecientes al phylum zigomycota (Mucor spl.

Mycoctapus (ABSIDIA) CORYMBIFERA

Las colonias son de crecimiento rdpido, floco-
so, blanco al principio, convirtiéndose en gris p4-
lido con la edad, y hasta de 1.5 cm de alto. Los
esporangiéforos son hialinos o ligeramente pig-
mentados, simples o ramificados que surgen de
los estolones solitarios, en grupos de tres o en
verticilos de hasta siete; muy escasamente pro-
ducen rizoides. Los esporangios son pequenos
(10-40 mm de didmetro) y piriformes y con una
columela en forma cénica y de apdfisis pronuncia-
da, a menudo con proyecciones cortas en la parte
superior. Las esporangiosporas son hialinas a gris
claro y paredes lisas.

SAKSENAEA VASIFORMIS

Colonias de crecimiento rdpido, blancas, con
hifas no septadas. Los esporangios tienen forma
de vaso con un “vientre” esférico y de “cuello”
largo que surgen solos o en parejas de ramifi-
caciones dicotémicas, rizoides con pigmentacién
oscura. La columela es prominente y en forma
de cipula. Las esporangiosporas son pequenas
y oblongas, que se descargan a través del cuello,
después de la disolucién de un tapén apical mu-
cilaginoso.

CUNNINGHAMELLA BERTHOLLETIAE
(C. eLecans o C. ECHINULATA)

Las colonias en agar Sabouraud son de rapido
crecimiento, blancas al principio, pero al madurar
son gris oscuro y polvosas en aspecto. Los espo-
rangiéforos son de 20 mm de ancho, rectos, ver-
ticilados o solitarios, terminados en vesiculas piri-
formes con esporangiolos redondos (7-11 mm de
didmetro) o elipsoidales (9-13 x 6-10 mm), equi-
nulados, hialinos individualmente, pero de color
marrdn en masa.

Histopatologia. Los agentes etiologicos de la
mucormicosis se observan facilmente en prepara-
ciones tefiidas con hematoxilina-eosina, Grocott y
PAS. Cominmente se observan grados variables de
edema, necrosis y acimulos de neutrdéfilos, células
plasmaéticas y a veces células gigantes. La princi-
pal caracteristica de la mucormicosis es la afeccién
de los vasos sanguineos, usualmente grandes, y
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pequefias arterias, lo que conduce a la trombosis,
infarto y necrosis del tejido adyacente. El hongo
también invade los huesos, nervios v el tejido gra-
s0, pero generalmente respeta el musculo. Las hi-
fas son comunmente anchas, entre 12 y 20 pm, es-
casamente septadas y ramificadas al azar, algunas
veces estdn muy deformadas y las paredes varian
de grosor (fig. 6.22).

Hg, 6.22. Murcomicosis: o) corte histoldgico en donde se observan
los filamentos gruesos, cortos, de pared irregular, con ramificaciones
en dngulo recto (tincidn con H-E); b) tromboarteritis ocasionada por A.
arrhizus. (Cortesia de A Gonzilez Mendoza )

ASPERGILOSIS
DEScRIPCION

Con este término se engloba a un grupo de en-
fermedades tdxicas, alérgicas e infecciosas, causa-
das por varios miembros del género Aspergillus.
Es esencial la labor del microbidlogo para recono-
cer si Aspergillus estd como colonizador, o causa

105

enfermedad alérgica, infeccién local o es respon-
sable de cuadros invasivos de gran gravedad. En
este capitulo sélo nos referiremos a Aspergillus
como causante de micosis.

La aspergilosis puede presentarse como alguno
de los siguientes cuadros clinicos:

ASPERGILOSIS

Onicomicosis. No es demasiado frecuente.
Ciertas especies como A. fumigatus y A. versicolor
pueden afectar a ufias distréficas, dando lugar a
hiperqueratosis y a un cambio en la coloracién de
las mismas.

Otomicosis. Producidas principalmente por A.
niger y A. fumigatus. Puede aparecer prurito lo-
cal y vértigo, con eliminacién de cerumen rico en
masas de micelio. Ciertas condiciones como el ec-
zema y la seborrea favorecen la colonizacién por
Aspergillus (fig. 6.23).

Fig. 6.23. Otomicosis aspergilar: o] examen del conducto auditivo
externo; con ayuda del otoscopio se observa una colonia fingica que
crece sobre la membrana timpanica. [Cortesio de M. Kume.); b) examen
directo de la colonia en conducto auditivo externo; ndtese un conidio-
foro hialino y una cabeza aspergilar caracteristicos de Aspergillus.
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Aspergilomas. Producidos por colonizacién de
cavidades previas (tuberculosis, sarcoidosis, his-
toplasmosis o bronquiectasias) por Aspergillus.
Pueden ser asintomaticos o cursar con hemopti-
sis, sobreinfeccién bacteriana o invasion tisular.
El diagndstico es fundamentalmente radiolégico,
a partir de la visualizacién de cavidades con una
masa opaca rodeada de aire que se mueve cuando
el paciente cambia de postura. Las imagenes se
observan mucho mejor con tomografia computari-
zada o resonancia magnética que con radiologia
simple. El diagndstico radiologico siempre ha de
acompafiarse de la presencia de niveles altos de 1IgG
frente a Aspergillus y la presencia, generalmente
intermitente, de tinciones y cultivos con positi-
vos de las secreciones respiratorias. En ocasiones
los aspergilomas pueden localizarse en los senos
maxilares v dar lugar a cefalea, rinorrea y secre-
cidén posnasal.

Aspergilosis pulmonar invasiva. En los 1lti-
mos anos la incidencia de aspergilomas ha dis-
minuido, mientras que la aspergilosis pulmonar
invasiva (API) ha ido en aumento. En pacientes
con leucemia, la incidencia de API oscila entre
5-24 % v en trasplantados de d6rgano sdélido en-
tre 1 y 10 %. Los factores de riesgo mds impor-
tantes son la neutropenia (<500 y, sobre todo,
<100 células/10°/1), la neutropenia prolongada,
el tratamiento con esteroides, la enfermedad del
injerto contra huésped en los trasplantes de mé-
dula ésea, el rechazo agudo y la enfermedad por
citomegalovirus (CMV) en los trasplantados de
organo solido y el sida avanzado.

Las manifestaciones clinicas suelen comenzar
con la aparicion de fiebre, seguida a los pocos dias
de sintomas respiratorios, como dolor tordcico,
tos, taquipnea o hemoptisis. Los infiltrados radio-
légicos se detectan mejor por tomografia compu-
tarizada v pueden ser variados (nédulos, cavita-
cidn, lesiones triangulares con base pleural, etc.]).
La infeccién puede diseminarse via hematdgena
0 extenderse a estructuras contiguas, como los
grandes vasos, produciendo hemorragias en oca-
siones fatales. La deteccién de anticuerpos frente
a Aspergillus no tiene utilidad en el diagnéstico de
la API. La mortalidad es muy elevada.

Aspergilosis pulmonar necrosante crénica.
Suele afectar a ancianos con enfermedades pul-
monares previas. Tiene un curso lento (meses o
anos), con aparicién de infiltrados en los lébulos
superiores, fibrosis y cavitaciones. El paciente
desarrolla anticuerpos frente a Aspergillus detec-

tables en el laboratorio. Aunque no suele haber
complicaciones, pueden producirse neumotdrax,
aspergilomas o incluso aspergilosis pulmonar in-
vasiva.

Sinusitis. La rinosinusitis aguda afecta, sobre
todo, a pacientes muy inmunodeprimidos, mien-
tras que la cronica puede aparecer en pacientes
inmunocompetentes. En el primer caso no es rara
la extension a los tejidos contiguos que imita la
mucormicosis rinoorbitaria o incluso la afectacion
del SNC por extensién local o por via hematdgena,
con produccién de infartos cerebrales, meningitis
o abscesos intracraneales.

Otras manifestaciones sistémicas. Incluyen la
endocarditis, aneurismas micéticos, infeccién de
prétesis vasculares, osteomielitis, endoftalmitis y
afeccion de érganos, como el cerebro, estomago,
higado, bazo y rifiones. Hasta 30 % de las aspergi-
losis invasivas son diseminadas.

El género Aspergillus contiene aproximadamen-
te 600 especies ubicuas en la naturaleza, aunque
para el hombre sélo unas cuantas son patégenas,
debido a que la mayoria de estos hongos son termo-
sensibles. Las principales especies patdgenas para
el hombre son: Aspergilius furmigatus, A. flavus, A.
niger, A. ochraceus, A. nidulans, A. clavatus, A.
restrictus y A. niveus.

Las tres primeras especies son las responsables
de 80 o 90 % de los casos de aspergilosis. El gé-
nero Aspergillus lleva ese nombre por su homolo-
gia morfoldgica con un aspergillum (instrumento
que dispersa agua bendita): son hongos filamento-
sos hialinos v la identificaciéon de las especies se
basa en caracteristicas morfoldgicas como: color de
la colonia, tamafio y forma de las cabezas conidia-
les (forma de la vesicula, presencia o ausencia de
métulas, forma de las fidlides, color y aspecto de los
conidios), morfologia de los conidiéforos y, en
los casos de reproduccion sexual, presencia de cé-
lulas de Hiille y de esclerocios.

La aspergilosis es un padecimiento que se diag-
nostica cada vez con mayor frecuencia como infec-
cidn nosocomial. La enfermedad no presenta pre-
dominio por ninglin sexo, raza o grupo de edad.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Esputo.

* Producto de raspado de lesiones superficiales.
* Piezas de biopsia.

* Sangre.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Las muestras clinicas como
escamas, fluidos, esputo o tejido son examinadas
agregando KOH al 15 % y deberdn observarse hifas
largas, ramificadas, hialinas y septadas de aproxi-
madamente 3.0 pm de didmetro. Dependiendo del
cuadro de aspergilosis, podrdn observarse también
esporas e incluso cabezas conidiales completas (fig.
6.23b). La demostracién de hifas en el espécimen
clinico y el aislamiento repetido de la misma es-
pecie de Aspergillus es critico para apoyar el diag-
nostico de aspergilosis. Asimismo, la identificacién
etiolégica dependerd de la recuperacién del hongo
en cultivo, pues hongos causantes de hialohifomi-
cosis pueden ser morfolégicamente idénticos a As-
pergillus en los tejidos.

Fig. 6.24. Morfologia colonial macroscapica: o) A fumigotus v b) A
niger.
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Cultive. Todos los productos bioldgicos pue-
den ser cultivados; los medios de cultivo emplea-
dos son Sabouraud sin cicloheximida y medio de
Czapeck. Los cultivos se mantienen unos a 25°C
y otros a 37 °C. Como los hongos del género As-
pergillus se aislan con facilidad del ambiente, se
debe ser cuidadoso al emitir un diagnéstico de as-
pergilosis, sobre todo en aquellos casos en los que
el producto bioldgico provenga de la superficie
corporal, en cuyo caso se debe hacer el aislamien-
to en tres ocasiones diferentes y con cultivos casi
puros (figs. 6.24 y 6.25).

Fig. 6.25. Examen directo de cultivos de Aspergilus: a] A clovatus, ca-
bezas aspergilares alargadas, con fidlides grandes y cadenas cortas de
fialoconidios; b) A flavus, vesicula esférica con fialides gue la cubren
totalmente.
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Fig. 6.25. Continuacidén. Examen directo de cultivos de Aspergillus:
o A fumigotus, vesicula globosa con fidlides que abarcan aproximada-
mente las dos terceras partes de ella; fialoconidios en grandes cadenas;
d} A niger, cabeza aspergilar cubierta totalmente de fidlides y fialoconi-
dios negros.

En el cuadro 6.4 se presentan las caracteristicas
morfoldgicas de las principales especies de Asper-
gillus causantes de enfermedad.

Pruebas inmunolégicas. La identificacion de
anticuerpos constituyen un método diagndstico
degran utilidad enlos aspergilomas, ya que aproxi-
madamente 90 % de los pacientes poseen anticuer-
pos vs. Aspergillus. La técnica mds utilizada es la
de inmunodifusién, aunque se han desarrollado
otras con mayor sensibilidad, como el enzimoin-
munoensayo (ELISA, BALISA), radiocinmunoensa-
yo v métodos de inmunofluorescencia indirecta.

A diferencia de lo que ocurre con el aspergiloma,
estas técnicas no son iitiles en el diagnodstico de
aspergilosis pulmonar invasiva.

La identificacion de antigenos como el galacto-
manano o de sus metabolitos, como el D-manitol,
tanto en el suero como en la orina u otros liquidos
corporales se ha puesto en practica mediante el
enzimoinmunoensayo, el immunoblotting v el ra-
dioinmunoensayo. Aungque estos métodos tienen
una gran especificidad, su sensibilidad no es muy
alta, debido a la rdpida desaparicién de los antige-
nos en los fluidos.

Histopatologia. La pieza de biopsia obteni-
da se debe dividir en dos fragmentos: una parte
se emplea para realizar un cultivo en los medios
mencionados v la otra se fija para cortes histopa-
toldgicos, los cuales pueden ser tenidos con hema-
toxilina-eosina, PAS o Grocott.

La reaccidn tisular en la aspergilosis es una in-
flamacién aguda supurativa con dreas de necrosis
isquémica. Los hongos se observan como hifas
septadas de 2.5-4.5 pm de didmetro, ramificadas
dicotémicamente en dngulos igual o menor a 45°
(fig. 6.26).

Fig. 6.26. Aspergilosis invasiva. Corte histologico tefido con PAS que
muestra filamentos septados, sinuosos y dicotomizados en el tejido
afectado.

Pueden observarse hifas ramificadas irregu-
lares de apariencia similar a lo encontrado en
zigomicosis. La invasion a vasos sanguineos,
trombosis, infarto y diseminacién son comunes
(fig. 6.27).
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Cuadro 6.4. Caracteristicas morfologicas de las principales especies de Aspergillus.

* Disosiin d | -

A. fumigatus Colonia polvosa, Lisos Abultamiento simple  Un orden en Finamente
verde-azul oscuro 20-30 pym disposicién paralela  equinulados ot

al conidiéforo :

A. flavus Aspecto filmentoso  Rugosos Esféricas y Uno o dos 6rdenes en  Equinulados B P
color verde- voluminosas, 35 a disposicién radial R LT
amarillo 45 pm :

A. nidulans  Aspecto polvoso Lisos y cortos  Pequefias y Dos érdenes sobre la  Equinulados
y de color verde hemisféricas, 8 a mitad de la vesicula o
oscuro 12 pm eSS

A, niger Aspecto granular de  Lisos y largos  Esférica y muy Uno a dos érdenes en  Redondos y 8 A
color negro voluminosa, disposicidn radial lisos h.,if:f{"m', /o

50-75 pm nfét' i o
o]
oL

A. terreus Aspecto Lisos Hemisféricas, de 10a  Dos drdenes sobre Lisos
aterciopelado de 16 ym las % partes de la
color marrén vesicula
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Fig. 6.27. Aspergiloma. Corte histologico tefido con PAS, con gran
cantidad de filamentos dispuesios en forma paralela, sinuosos, septados
y dicotomizados

NEUMOCISTOSIS
DEeScRIPCION

La micosis es causada por el hongo ascomice-
to Pneumocystis jirovecii. Las especies del género
Pneumocystis pueden infectar humanos y otros
mamiferos, como ratas, ratones, hurones, cone-
jos, caballos y cerdos. Los polimorfismos frecuen-
temente observados en las secuencias de ADN del
hongo sugieren la existencia de numerosas cepas o
especies de Pneumocystis seguin el hospedero que
lo alberga, situacién que a su vez confirma que la
infeccién en el hombre sdlo puede ser trasmitida
por otro hombre y por ninguna circunstancia por
otro mamifero.

El ADN de Pneumocystis ha sido identificado
en el aire y el agua, pero los organismos no han
podido ser visualizados por examen microscopi-
co en muestras ambientales, lo que sugiere que
Pneumocystis puede sobrevivir en la naturaleza
hasta que infecte a un hospedero.

Las infecciones por Pneumocystis estdn presen-
tes, principalmente en pacientes inmunocompro-
metidos (inmunodeficiencias congénitas, sida, cor-
ticoterapia prolongada, enfermedades subyacentes,
terapia inmunosupresora intensa como tratamiento

de cdncer o prevencién de rechazo de trasplante) y
ocasionalmente de manera transitoria, en pacientes
inmunocompetentes.

Clinicamente la neumocistosis puede dividirse
en: a) infecciones asintomaticas; b) neumonia in-
fantil (de origen epidémico y presentada en nifios
prematuros y desnutridos) y actualmente asociada
al sindrome de muerte siibita infantil; ¢) neumo-
nia en hospederos inmunocomprometidos (espora-
dica y afecta a cualquier hospedero con inmuno-
deficiencias congénitas o adquiridas) siendo el pa-
ciente con sida el mds frecuentemente afectado, v
d) infecciones extrapulmonares (resultado de una
diseminacién a partir de un foco pulmonar) en las
que los érganos involucrados reportados son: né-
dulos linfdticos, bazo, médula ésea, higado, rifio-
nes, corazon, cerebro, pincreas y piel.

Pneumocystis jirovecii no crece en medios sin-
téticos, aunque limitadamente sélo puede des-
arrollarse en monocapas de cultivos de tejidos por
tiempos cortos.

La informacién disponible acerca del ciclo de
vida y la morfologia de Pneumocystis spp ha sido
obtenida de anilisis histoquimicos y ultraestruc-
turales del tejido pulmonar de roedores y de hu-
manos infectados. El ciclo de Pneumocystis spp,
incluye una fase sexual y otra asexual y se ha su-
gerido que las formas troficas (trofozoitos) son
producidas durante el crecimiento asexual; esas
formas son pleomdrficas, se encuentran agrupa-
das en racimos y pueden reproducirse asexual-
mente por fisién binaria.

A través de la conjugacion, los mismos trofozoi-
tos haploides pueden replicarse sexualmente, pro-
duciendo un cigoto diploide que sufre meiosis y mi-
tosis subsecuente para dar lugar a un prequiste que
a través de la maduracién se transforma en quiste.
Durante la diferenciacién de prequiste a quiste ma-
duro, el organismo forma ocho esporas intraquisti-
cas que son liberadas y se transformardn en trofo-
zoitos cuando el quiste madura y se rompe.

Los principales especimenes patolégicos para
proceder al diagndstico son todos aquellos pro-
ductos de las vias respiratorias, asi como tejido
de los drganos afectados. Con las muestras podrd
efectuarse un frotis para un andlisis citoquimico
en el que para ubicar las estructuras fiingicas, se
podran utilizar las tinciones de Giemsa (fig. 6.28),
Gomori-Grocott o inmunofluorescencia directa
(fig. 6.29).
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bronguioalveolar tefido con

Fig. 6.2B. Frotis de liquido de lavado

WEMSa, dgonde se phsEnvan rormas gu isticas.

Actualmente, la amplificacion especifica me-
liante PCR de fragmentos del ADN de P. jirovecii,
partir de las muestras patolégicas, ha resultado
1y (til en el diagnoéstico de la enfermedad. En el
studio histopatolégico se observard un material
osinofilico espumoso, compuesto por masas de
newmocystis spp, macrofagos alveolares, desca-
nacion de células alveolares epiteliales, leucoci-
tos polimorfonucleares, matriz de glucoproteinas,
‘omponentes surfactantes y otras proteinas del
1ospedero. Se recomienda utilizar las tinciones
argenticas.
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PENICILIOSIS POR PENICILLIUM MARNEFFEI
DEescRIPCION

Penicillium marneffei es un hongo ascomiceto,
dimérfico y endémico especificamente del sudeste
asidtico, donde las “ratas del bambi” son identifi-
cadas como los principales reservorios del parasi-
to. El hongo es causante de la llamada peniciliosis
marneffei. Es un hongo oportunista, particular-
mente patégeno en pacientes con sida quienes vi-
ven o han visitado el sudeste de Asia (Tailandia y
paises adyacentes, Taiwdn e India) y cuyo aisla-
miento a partir de la sangre es considerado como
un marcador de VIH en dreas endémicas.

La enfermedad es adquirida via aérea, dando
como resultado una infeccién pulmonar inicial, se-
guida de fungemia y diseminacion de la infeccién
al sistema linfatico, higado, bazo, huesos y piel.

Las principales manifestaciones se dan a nivel
cutdneo en donde durante el curso de la enferme-
dad aparecen pdpulas parecidas al acné sobre la
cara, tronco y miembros. Desafortunadamente,
la peniciliosis marneffei frecuentemente es fatal.

El dimorfismo de P. marneffei se considera de-
pendiente de la temperatura. A 25 °C produce co-
lonias filamentosas, planas, con surcos radiales o
zonacion.

Esas colonias son de una combinacién entre los
colores azul-gris-verde en el centro y blancas en la
periferia; sin embargo, una caracteristica de la colo-
nia es el pigmento rojo soluble que se difunde en el
reverso del cultivo; en su fase filamentosa, P. marne-
ffet es microscopicamente similar a otros Penicillium
spp- A 37 °C y en medios enriquecidos como el agar
BHI, las colonias levaduriformes de P. marmneffei son
de color crema a ligeramente rosadas y glabras.

Al microscopio las células varian de redondas a
alargadas con forma de salchicha (3 a 5 mm), las
cuales se multiplican por fisién.

En los estudios histopatolégicos, células seme-
jantes a levaduras son observadas dentro de los
macrofagos de los tejidos infectados.

RODOTORULOSIS
DEscRrIPCION
Rhodotorula es un basidiomiceto levaduriforme

que se encuentra en el aire, suelo, agua de lagos
y océanos y productos licteos. Puede colonizar a
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plantas y animales y estd catalogado como un conta-
minante comuin, por lo que se considera que Rhodo-
torula sélo puede infectar a individuos con factores
de predisposicién. Existen tres especies: Rhodotoru-
la glutinis (Rhodosporidium spp es su fase teleomor-
fica), R. minuta y R. mucilaginosa (R. rubra).

Si algin suero humano por analizar esta con-
taminado con R. mucilaginosa, puede presentarse
reaccién cruzada con resultados falsos positivos
cuando se utiliza la prueba de aglutinacion del 14-
tex Pastorex®Aspergillus.

Rhodotorula spp es raramente aislado como
agente causal de micosis oportunistas; sin embar-
go, se han reportado casos en hospederos vulne-
rables como pacientes con sida o leucemia aguda,
en los cuales se ha asociado con meningitis, en-
docarditis, ventriculitis, peritonitis, endoftalmitis,
fungemia y sepsis.

Las colonias tienen un crecimiento rdpido y son
suaves, a veces con superficies dsperas, brillantes
0 mates y mucoides, con color caracteristicamente
rosado, rojo coral o anaranjado (fig. 6.30].

Rhodotorula spp no fermenta carbohidratos,
pero produce ureasas.

Las levaduras y blastoconidios son unicelulares,
de redondos a ovalados y pueden ser encapsula-
dos. Las seudohifas son ausentes o muy rudimen-
tarias y las hifas verdaderas estdn ausentes.

Fig. 6.30. Rhodotorulo sp: a) colonias rojo coral, himedas, de aspecto
mucoide y blandas; &) levaduras redondas con blastoconidios.

i o

SACAROMICOSIS

Saccharomyces cerevisiae es un organismo am
bientalmente comuin, pero es mejor conocido comi
la levadura del pan. Es un hongo ascomiceto que en
agar dextrosa Sabouraud, sus colonias estdn forma-
das por células levaduriformes v son color blanco a
crema, glabras, de consistencia suave.

Microscdpicamente se observan levaduras dni-
cas o gemantes (blastoconidios), grandes en tama-
fio (3.0-10.0 x 4.5-21.0 mm) y de forma redonda a
elipsoidal. No poseen cdpsula (véase fig. 8.18).

Es una levadura fermentadora de azicares y su
identificacién puede ser fdcilmente conocida a tra-
vés de su perfil de asimilacidn.

S. cerevisiae es un componente temporal de la
biota normal del tracto intestinal v de la piel. Se
han reportado varios casos de fungemia, endocar-
ditis y peritonitis en pacientes sujetos a didlisis pe-
ritoneal, o con cdncer en proceso de quimioterapia
y pacientes con sida.

MICROSPORIDIOSIS
DEescripCION

Los Microsporidia constituyen un filo de pardsi-
tos obligados unicelulares e intracelulares forma-
dores de esporas. Se conocian como protistas, perc
estudios filogenéticos actuales los ubican dentr:
del reino de los hongos. Se han identificado ma
de 1200 especies pertenecientes a 143 géneros.

Algunos microsporidios son usados como con
trol biolégico de plagas de insectos, pero aproxi
madamente 10 % de las especies son pardsitos
de vertebrados. Datos recientes demuestran que
algunas aves y mamiferos domésticos y salvajes
estdn naturalmente infectados por las especies En-
cephalitozoon cuniculi, E. intestinalis, E. hellem v
E. bieneusi. Vittaforma corneae ha sido identifica-
da en aguas superficiales y las esporas de Nose-
ma sp v Brachiola algerae se han aislado de aguas
estancadas.

Los microsporidios son cada vez mds reconoci-
dos como agentes oportunistas infecciosos en todo
el mundo. Hay por lo menos 14 especies de mi-
crosporidios, identificados como patdgenos opor-
tunistas que infectan a los humanos: Brachiola
algerae, B. connori, B. vesicularum, Encephalito-
zoon cuniculi, E. hellem, E. intestinalis, Enterocy-
tozoon bieneusi, Microsporidium ceylonensis, M.
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africanum, Nosema ocularum, Pleistophora sp,
Trachipleistophora hominis, T. anthropophthera y
Vittaforma corneae.

Posterior a la infeccién, los microsporidios in-
vaden a sus hospederos de varias maneras y todos
los érganos y tejidos son parasitados intracelular-
mente, por lo que se considera que algunas espe-
cies son letales.

En los casos mds avanzados de parasitismo, los
microsporidios pueden controlar completamente el
metabolismo y la reproduccién celular de su hos-
pedero, causdndole castracion parasitaria y gigan-
tismo con la formacién consecuente de un xenoma
(hiperplasia de las células hospederas, debido a que
se encuentran llenas de esporas y a las diferentes
etapas de desarrollo de los microsporidios).

Los Microsporidia son caracterizados por la pro-
duccién de esporas resistentes que pueden sobrevi-
vir mucho tiempo en el ambiente y, dependiendo
de la especie, varian en tamafio; poseen un tibulo
o filamento polar enrollado dentro de ellas.

Para infectar a la célula hospedera eucariota,
las esporas extruyen su tibulo polar e inyectan
un esporoplasma infeccioso que sufre miltiples
divisiones por merogonia o esquizogonia. El des-
arrollo de la maduracion llega a la esporogonia, en
donde se formard una pared gruesa que rodeard
al esporoplasma e individualizard a cada una de
las esporas.

Cuando las esporas crecen en nimero y llenan
completamente el citoplasma de la célula hospe-
dera, la membrana celular de ésta se rompe y li-
bera a las esporas maduras, las cuales contindan
el ciclo infectando nuevas células.

Las esporas de especies de microsporidios aso-
ciados con infeccién humana miden de 1 a 4 pm.
El tamafio de la espora y el filamento polar son
datos utilizados para el diagnéstico, el cual puede
efectuarse si se usa la técnica de tincién de Gram
modificado.

HIALOHIFOMICOSIS

DescripciON

La hialohifomicosis es un término general usa-
do para reunir a un grupo de infecciones del hom-
bre y otros animales, causadas por hongos hia-
linos (no pigmentados de oscuro) inusualmente
patégenos, que no son agentes de infecciones ya
conocidas (por ejemplo aspergilosis), v en los que
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la morfologia del agente causal en los tejidos para-
sitados es micelial.

Son ocasionadas por un gran nimero de hon-
gos filamentosos (hifomicetos) hialinos, pero los
agentes etiologicos mds frecuentemente reporta-
dos incluyen especies de Penicillium, Paecilomy-
ces, Acremonium, Beauveria, Fusarium y Scopu-
lariopsis.

Las manifestaciones clinicas varian desde una
colonizacién no peligrosa hasta enfermedades
agudas e invasivas. Idealmente la enfermedad de-
beria ser designada por la descripcién especifica
de la patologia y el género o especie fingico cau-
sal (cuando se conozca), “patologia A” causada
por el “hongo X", por ejemplo: onicomicosis por
Scopulariopsis.

Los factores que predisponen a la adquisicién
de las hialohifomicosis incluyen neutropenia pro-
longada, especialmente en pacientes con leucemia
0 en receptores de trasplante de médula dsea, tera-
pia con corticosteroides, quimioterapia citotéxica
v, en menor medida, los pacientes con sida. El pa-
ciente caracteristico es granulocitopénico y recep-
tor de antibiéticos de amplio espectro por fiebre
de origen desconocido.

Para el diagnéstico, las muestras pueden ser es-
camas de piel o ufas, orina, esputo o liquido de
lavado bronquial, liquido cefalorraquideo, fluido
pleural, sangre, fragmentos de tejido provenientes
de diferentes érganos y puntas de los catéteres.

Las escamas, esputo y productos de lavados
y aspirados deberdn examinarse directamente al
microscopio usando KOH al 15 %, tinta Parker o
blanco de calco-flior; de igual manera se proce-
derd para el sedimento de los exudados y fluidos
corporales (especimenes que deberdn centrifugar-
se previamente).

Los frotis y cortes histolégicos deberdn ser tefii-
dos usando las coloraciones de PAS, Grocott-plata
metenamina o Gram, ya que las hifas frecuente-
mente son dificiles de observar cuando sélo se usa
hematoxilina-eosina.

La presencia de hifas hialinas, septadas y rami-
ficadas en cualquier espécimen, a partir de un pa-
ciente con sintomas clinicos, debera ser conside-
rada como significativa. La evidencia de invasién
tisular es de particular importancia. Cabe recordar
que la microscopia directa o la histopatologfa pue-
den orientar el diagndstico mas no la identifica-
cidn especifica del agente etioldgico. La identifi-
cacion mediante el cultivo es el tinico medio con-

. fiable para distinguir a los hongos causales.
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Los especimenes clinicos deberdn ser sembrados
en agar dextrosa Sabouraud, en donde las caracteris-
ticas macroscdpicas v microscopicas del cultivo son
importantes para la identificacion, especialmente la
forma y el arreglo de los conidios y la morfologia de
la célula conidiégena que les da origen.

Los hifomicetos hialinos involucrados son bien
reconocidos como contaminantes del aire, por lo
que un cultivo positivo a partir de un espécimen
no estéril, como esputo o piel, necesita estar apo-
vado por la evidencia microscépica y conocer si el
paciente cursa con las condiciones predisponentes
apropiadas para considerarlo significativo.

Actualmente no hay disponible en el comercio
procedimientos serolégicos para el diagnostico de
hialohifomicosis.

ACREMONIUM SP

El género Acremonium actualmente contiene
100 especies, de las cuales la mayoria son sapro-
fitas y han sido aisladas del suelo. Para la identi-
ficaciéon morfoldgica, se recomienda usar el agar
papa-dextrosa o agar harina de maiz e incubar a
la luz del dia, para favorecer las caracteristicas de
color en los cultivos.

Las colonias son generalmente de crecimiento
lento, a menudo al inicio, de aspecto compacto y
himedo, convirtiéndose con la edad en polvosas
con aspecto de aterciopeladas a laxas (flocosas)
y pueden ser de color blanco, gris o de rosado a
anaranjado.

Las hifas son finas e hialinas y producen en
su mayoria fidlides erectas, sencillas en forma
de lezna. Los conidios son unicelulares (amero-
conidios), hialinos o pigmentados, de redondos a
cilindricos, agregados en glioconidios en el apice
de cada fidlide (fig. 6.31). Acremonium puede ser
confundido con especies de Fusarium microconi-
diales, pero el crecimiento rdpido y colonias de
apariencia esponjosa en Fusarium son caracteris-
ticas que ayudan a diferenciarlas.

A. falciforme, A. kiliense, A. recifei, A. alabamen-
sis, A. potroni, A. roseo-griseum y A. strictum son
reconocidas como agentes patdgenos oportunistas
del hombre y otros animales, aunque en varios
informes la especie de Acremonium no es identi-
ficada. Acremonium spp ha sido causante de: mi-
cetoma e hialohifomicosis (onicomicosis, artritis,
osteomielitis, peritonitis, endocarditis, neumonia,
cerebritis e infecciones subcutdneas).

!

Fig. 6.31. Acremonium.

BLASTOSCHIZOMYCES CAPITATUS

Blastoschizomyces capitatus (Geotrichum capi-
tatum) es un hongo ascomiceto (Dipodascus ca-
pitatus su teleomorfo) aislado del suelo, arena de
playa, excremento de aves y madera, es conside-
rado como un saprobio ambiental y forma parte
de la flora microbiana de la piel y de los tractos
digestivo y respiratorio en el humano.

B. capitatus es un hongo oportunista emergente
potencialmente patégeno en presencia de inmu-
nosupresion. Pacientes en riesgo: neutropénicos y
aquellos que han recibido quimioterapia, corticos-
teroides o antibidticos, ademads de factores predis-
ponentes como cirugias, abuso de drogas, catéte-
res y tratamientos a base de bajas dosis de azoles.

Fungemias e infecciones sistémicas en las que
los pulmones, rifiones, higado, bazo, cerebro y en-
docardio estdn involucrados, han sido reportados en
pacientes inmunosuprimidos. Las manifestaciones
clinicas son diversas: endocarditis, osteomielitis,
meningitis, encefalitis, infeccién del tracto urinario,
micetoma y neumotdrax son algunas de ellas.

Sin embargo, hospederos inmunocompetentes
también pueden desarrollar infeccién por B. capi-
tatus como onicomicosis o incluso existe el infor-
me de infeccién sistémica por iatrogenia.

Blastoschizomyces capitatus puede crecer a
45°C y en agar harina de maiz con tween 80 pro-
duce artroconidios, aneloconidios e hifas verda-
deras. Las colonias crecen en aproximadamente
cinco dias y son planas, de aspecto levaduriforme,
de color blanco a crema o ligeramente marrén,
plegadas v con el tiempo desarrollan hifas aéreas.

Las hifas son abundantemente ramificadas en

. angulo agudo, con células conidiégenas termina-
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les e intercalares (anélides) que forman largas ca-
denas de aneloconidios cominmente ovalados y
agrupados en los extremos de las anélides.

En los especimenes clinicos se observan en el
tejido infectado células levaduriformes pleomorfi-
cas (de 3-8 ym de didmetro) e hifas septadas; los
artroconidios son raramente observados.

CHrysoniuia spe (Monitia)

Las especies de Chrysonilia spp, aunque son
popularmente conocidas como “los mohos rojos
del pan”, en realidad tienen una amplia distribu-
cién en el ambiente, pues son fiacilmente aisladas
del polvo; algunas de ellas tienen sus representan-
tes teleomorficos dentro de los ascomicetos en el
género Neurospora spp.

Las especies de Neurospora tienen ciclos de vida
adaptados a los eventos relacionados con el fuego
v muchos de sus aislados se han obtenido de restos
de vegetacién quemada. La importancia del fuego
se basa en que ese elemento produce un ambiente
estéril, rico en nutrientes a partir de los tejidos ve-
getales muertos, que constituyen un sustrato nece-
sario para la germinacion de las ascosporas.

Cuando la barrera inmunolégica en los huma-
nos estd alterada, las especies de Chrysonilia re-
presentan un riesgo para la salud, ya que pueden
ser causa de alergia, ademads de que las infecciones
causadas por estos hongos han estado relaciona-
das con perforacién de la cérnea, cirugia mayor,
didlisis peritoneal, presencia de catéter venoso y
el consumo de drogas inyectables.

Son hongos de crecimiento extremadamente rd-
pido (4 mm por hora) y sus colonias se caracteri-
zan por ser laxas y de colores que van del rosado-
salmén al anaranjado. En cultivos a 25 °C produce
colonias inicialmente hialinas y posteriormente en
presencia de luz se tornan de rosadas a anaran-
jadas.

Hifas conidiégenas postradas o ascendentes
tienen paredes lisas, son septadas, generalmente
reunidas en los bordes periféricos de las colonias,
formando masas de aspecto algodonoso, que dan
origen a largas cadenas acrépetas ramificadas de
conidios de paredes lisas, formados mediante pro-
cesos holotdlicos, de colores claros o brillantes
(amarillo o anaranjados) de diversas formas (10-
15 % 5-10 mm): elipsoidales, cilindricos, globosos
a subglobosos a veces de formas irregulares que
tienden a desarticularse rapidamente.
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Morfologia del género Neurospora. Son perite-
cios globosos a piriformes, de color café oscuro,
glabros o con algunas hifas dispersas en su peri-
dio. Pared peritecial compuesta de varias capas
de células gruesas. Ascosporas en numero de 4
a 8 unicelulares, elipsoidales, uniseriadas, café
oscuras con estriaciones longitudinales en su
superficie y dos poros germinales inconspicuos:
23 — 26 X 10-14 pm.

HIALOHIFOMICOSIS

CHRYSOSPORIUM SPP

Las especies de Chrysosporium son saprofitos
comunes aislados del suelo y se consideran hon-
gos contaminantes. Sus colonias son de crecimien-
to moderadamente rdpido, planas, de color blanco
a beige, en el reverso no hay pigmento, pero con
la edad pueden colorearse de amarillo a marrén
palido. Su fase sexual estd contemplada dentro del
género Nannizziopsis.

Los ameroconidios o aleuroconidios, produci-
dos directamente de la hifa vegetativa por células
condiégenas no especializadas, son hialinos, piri-
formes o claviformes con la base truncada (6-7 x
3.5-4 mm) y formados intercalarmente (artroconi-
dios), lateralmente (frecuentemente sobre pedice-
los) o terminales. No hay macroconidios ni hifas
en espiral.

Otros organismos relacionados filogenéticamen-
te son algunas especies de Emmonsia como E.
pasteuriana que han sido ocasionalmente aisladas
de escamas de piel y ufias, especialmente de los
pies.

Las especies de Chrysosporium son queratino-
filicas, termotolerantes y los cultivos se parecen
mucho a los de algunos dermatofitos (Trichophy-
ton mentagrophytes) al igual que a cultivos de His-
toplasma y Blastomyces.

Nota: La tinica especie obsoleta es Chrysosporium par-
vum, que ha sido sustituido por Emmonsia parva, hon-
go que, adquirido por inhalacidn, es causante de otra
enfermedad oportunista denominada adiaspiromicosis.

EMMONsIA (ApiaspiRomMICOSIS)
El género Emmonsia actualmente cuenta con las

siguientes especies y variedades: Emmonsia par-
va, Emmonsia parva var. crescens, Emmonsia

_ parva var. parva y Emmonsia pasteuriana. Ocasio-
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nalmente, E. parva ha sido denominada Chrysos-
porium parvum ; sin embargo, este Gltimo nombre
es obsoleto.

Emmonsia es un hongo filamentoso cosmopolita
aislado del suelo y de algunas especies mamiferas;
su teleomorfo se ha clasificado como Ajellomyces
crescens dentro del grupo de los ascomicetos.

Emmonsia es el agente causal de la adiaspiromi-
cosis, particularmente en roedores y muy rara en
los humanos. La adiaspiromicosis es una infeccién
pulmonar asintomatica, que puede diseminarse en
hospederos inmunocomprometidos en los cuales
se desarrolla la enfermedad a partir de la inhala-
cion de los conidios (adiasporas) de Emmonsia;
éstos se alojan en los alveolos y crecen alterando
las funciones pulmonares normales.

Las adiosporas no se reproducen y es posible
localizarlas en el sitio de implantacién; eventual-
inente se calcifican produciendo una minima reac-
cién inflamatoria.

E. parva var. crescens es la principal especie
aislada de los casos de adiapiromicosis humana.
Emmonsia spp crece moderadamente rdpido,
formando colonias de glabras a aterciopeladas,
blancas con un centro marrén claro. Las hifas son
hialinas vy septadas, con conidiéforos simples, oca-
sionalmente ramificados en dngulo recto y aleurio-
conidios sésiles o pedunculados, unicelulares, de
pared delgada, de piriformes a esféricos de 2-5 x
2-4 pm, pueden ser solitarios o formar cadenas de
dos a tres células.

In vitro el cultivo en agar sangre o infusion
cerebro corazdén a 37-40°C y en los tejidos del
hospedero, los conidios de Emmonsia spp tien-
den a hincharse, producen una pared gruesa y
liberan conidios conocidos como adiasporas que,
dependiendo de la especie, pueden alcanzar ta-
mafios de 25 pm in vitro y 40 pm in vivo, en el
caso de Emmonsia parva var. parva y respecti-
vamente de 70 y 700 pm para Emmonsia parva
var. crescens.

Fusarium

Fusarium es un género de hongos filamentosos,
ampliamente distribuido sobre las plantas y el sue-
lo, por lo que es muy conocido como contaminan-
te y fitopatégeno, aunque también es encontrado
como micobiota normal de cereales y leguminosas
como arroz, frijol, soya y otros. Algunas especies
de Fusarium tienen estados teleomorfos (Gibbere-

lla fujikuroi, Nectria haematococca y Plectosphae-
rella cucumerina).

La mayoria de las especies son comunes en
dreas tropicales y subtropicales, pero algunas ha-
bitan en climas frios. El género Fusarium actual-
mente contiene alrededor de 20 especies, siendo
las mads comunes F. solani, F. oxysporum y F.
chlamydosporum, las cuales pueden causar varias
infecciones en humanos vy han sido clasificados
como organismos emergentes causantes de mico-
sis oportunistas que van de superficiales a sisté-
micas.

Los traumatismos son el principal factor predis-
ponente para adquirir infecciones cutdneas. Por
otra parte, las infecciones diseminadas son des-
arrolladas en huéspedes inmunodeprimidos, par-
ticularmente en pacientes neutropénicos trasplan-
tados; sin embargo, los pacientes con trasplante
de drganos sdlidos tienden a tener un buen pro-
nostico a diferencia de aquellos que desarrollan
la infeccion por enfermedades hematolégicas y
trasplante de médula dsea.

Los fusarios son hifomicetos reportados como
causantes de queratitis, endoftalmitis, otitis media,
onicomicosis, infecciones cutdneas por anteceden-
te de quemaduras, micetoma, sinusitis, infeccion
pulmonar, endocarditis, peritonitis, infeccién por
catéter central venoso, artritis séptica, infecciones
diseminadas y fungemia.

Ademads de su papel como agente infeccioso,
algunas cepas de Fusarium spp pueden producir
micotoxicosis, causando intoxicaciones en los
mamiferos.

Los fusarios crecen rdpidamente en agar dex-
trosa Sabouraud a 25°C y producen colonias de
lanosas a algodonosas, planas y amplias en super-
ficie. Por el frente, el color de la colonia puede ser
blanco, crema, salmdn, canela, amarillo, rojo, vio-
leta, rosado o morado y por el reverso van desde
sin color hasta marrén pasando por rojo, bronce o
morado oscuro (fig. 6.32).

Macroscépicamente pueden observarse escle-
rocios (estructura dura formada por la masa
compacta de hifas presente en condiciones am-
bientales desfavorables) generalmente de color
azul oscuro. Ocasionalmente también podridn
observarse esporodoquios (estructuras en forma
de cojin o almohaddn y que portan a los conidid-
foros en su superficie) de color crema o bronce
0 anaranjados v en el unico caso de Fusarium
solani los esporodoquios son de color azul-verde
o azul.
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Fig. 6.32. Colonias vellosas de Fusarium con tinte violeta rosiceo

Al microscopio, las colonias muestran como
estructuras bdsicas: hifas septadas, conididforos,
fidlides, macroconidios y microconidios, y algu-
nas especies mostraran la formacion de clamido-
conidios.

Las fidlides son cilindricas, con un pequeio co-
llarete, solitarias o producidas como componente
de un sistema ramificado, por lo que pueden ob-
servarse monofidlides o polifiilides arregladas en
racimos o en cadenas.

Los macroconidios (3-8 X 11-70 pym) son produ-
cidos a partir de las fidlides o directamente de los
conidiéforos simples o ramificados y tienen dos
o mds células, de pared gruesa, lisos y cilindri-
cos 0 con forma de canoa. Los macroconidios tie-
nen distintas células basales y apuntan hacia el
extremo distal, tienden a acumularse en grupos
o0 manojos (fig. 6.33). Los microconidios (2-4 x
4-8 pm) estdn formados sobre los conidiéforos y
generalmente son unicelulares, lisos, hialinos, de
ovoides a cilindricos y arreglados en grupo (oca-
sionalmente forman cadenas).

Cuando los clamidoconidios estdn presentes,
son escasos, en pares, racimos o cadenas; son de
pared gruesa, hialinos, intercalares o terminales.

Las caracteristicas morfolégicas como el color
de la colonia, tamano y forma de los macroconi-
dios, el niimero, forma y arreglo de los microconi-
dios y presencia o ausencia de clamidosporas, son
caracteristicas clave para la identificacién de las
especies de Fusarium.

En los estudios histopatologicos se observaran
hifas hialinas con contornos regulares, septadas y
ramificadas al azar.

17

Fig. 6.33. Examen directo con azul de algoddn, de colonias de Fuso-
rium sp: a) macroconidios y microconidios alargados; b} gran cantidad
de macroconidios multicelulares, fusiformes, arqueados y cortos.

GEOTRICHUM

El género Geotrichum incluye varias especies,
de las cuales la mas comiin y relacionada con pa-
tologia humana es G. candidum. Son hongos asco-
micetos y su fase teleomorfica ha sido denomina-
da como Galactomyces geotrichum. G. candidum
es un hongo con una amplia distribucién mundial
y extremadamente abundante en la naturaleza;
puede ser aislado a partir de tierra, agua, aire,
varios productos vegetales y alimentos licteos;
también se considera dentro de la biota normal de
humanos, pues ha sido aislado de esputo y mate-
ria fecal.

Aunque de inicio es un hongo colonizante, G.
candidum puede causar geotricosis, infecciones
oportunistas en hospederos inmunocomprometi-
dos, las cuales son adquiridas cominmente via di-
gestiva o por inhalacién. La geotricosis pulmonar
es la forma mds frecuentemente reportada de la
enfermedad, pero infecciones en bronquios, boca,
vagina, piel y tracto digestivo han sido observadas,
al igual que infecciones diseminadas y fungemia.
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También ha sido aislado de infecciones causadas
por traumatismos.

Geotrichum spp crece rdpidamente formando
colonias blancas, secas, de polvosas a algodono-
sas que semejan vidrio esmerilado. En ocasiones
la colonia puede parecer viscosa y levaduriforme
(fig. 6.34). La mayoria de las cepas no crecen a
37 °C o lo hacen muy débilmente.

Fig. 6.34. Colonia blanca, membranosa y arrugada de Geotrichum can-
didum.

Al microscopio son observados artroconidios
(6-12 > 3-6 pm) e hifas hialinas verdaderas. No
hay presencia de levaduras, blastoconidios, coni-
diéforos o seudohifas. Los artroconidios son uni-
celulares, catenulados, hialinos rectangulares o en
forma de barril y son el resultado de la fragmenta-
cién de hifas indiferenciadas por fisién de un do-
ble septo (fig. 6.35). No hay células disyuntoras
(vacias intercalares) que fragmenten o liberen a
los artroconidios, por lo que la consecutiva forma-
cion de artroconidios es comuin.

ottt B 3
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Fig. 6.35. Examen directo con azul de algodon de I2 colonia de Geotri-
chum sp: hifas hialinas que forman cadenas de artroconidios holodr-
tricos de forma rectangular.

El diagndstico puede hacerse observando en los
tejidos infectados hifas septadas de 3-6 pm de an-
cho y artroconidios de rectangulares a ovales.

PAECILOMYCES SP

El género Paecilomyces puede distinguirse del
muy cercanamente relacionado Penicillium por
tener colonias de diversas tonalidades, pero nun-
ca verdes o azul-verdes y porque presenta fidlides
grandes, delgadas y divergentes.

Las colonias son de rapido crecimiento, polvo-
sas o aterciopeladas (piel de ante), de colores oro,
verde-doradas, amarillo-marrén, lilas o bronce.

Microscopicamente las fidlides estdn hinchadas
en sus bases, disminuyendo gradualmente en un
cuello mds largo y delgado, se presentan solitarias
0 en pares, verticiladas en cabezas peniciladas.

Largas cadenas de conidios unicelulares de hia-
linos a oscuros, lisos o arrugados, de ovoides a
fusiformes son producidas en sucesién basipeta
a partir de las fidlides (véase la figura 8.16).

Paecilomyces son mohos ambientales comunes
y ocasionalmente se han asociado con infeccién
humana, aunque la frecuencia de los reportes va
en aumento actualmente. Algunas especies como
P. variotii, P. marquandii y P. lilacinus son agen-
tes causales de queratitis micética, peritonitis en
pacientes con didlisis peritoneal continua ambu-
latoria y otras formas de hialohifomicosis en pa-
cientes inmunocomprometidos que comprenden:
endoftalmitis seguida de la implantacién de len-
tes, endocarditis, pielonefritis, sinusitis y lesiones
cutdaneas.

PeniciLLium

Son hongos ascomicetos (algunos Penicillium
tienen estados teleomorfos incluidos en los géneros
Eupenicillium, Talaromyces, Hamigera y Trichoco-
ma), filamentosos y con excepcién de la especie P.
marneffei, son mohos ampliamente distribuidos en
suelos ricos en materia organica vegetal y el aire,
por lo que cominmente son considerados como
contaminantes; sin embargo, ocasionalmente pue-
den causar infecciones, llamadas peniciliosis, sobre
todo en hospederos inmunocomprometidos.

Las especies de Penicillium asociadas con pro-
cesos patoldgicos en el humano son P. chrysoge-
num, P. citrinum, P. janthinellum, P. marneffei y
P. purpurogenum. La identificacién de las especies
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se basa en las caracteristicas macroscopicas y mi-
croscopicas de las colonias. Penicillium ha sido
aislado de pacientes con queratitis (infecciones ge-
neralmente postraumadticas), endoftalmitis, otomi-
cosis, esofagitis necrotizante, neumonia, endocar-
ditis, peritonitis e infecciones del tracto urinario.

Ademads del potencial infeccioso de Penicillium
spp. se conoce que algunas especies también son
productoras de micotoxinas, con repercusion ne-
frotéxica y carcinégena.

Con excepcién de P. marneffei, el resto de los
penicilios producen colonias de rapido crecimien-
to, planas, filamentosas, con textura lanosa, algo-
donosa o de terciopelo. Las colonias son blancas
inicialmente y con la maduracién van cambiando
a azul-verde, gris-verde, gris-olivo y ocasional-
mente amarillas o rosadas.

Microscopicamente, los penicilios muestran hi-
fas hialinas y septadas (de 1.5 a 5.0 ym de didme-
tro), conidiéforos simples o ramificados, métulas,
fidlides y conidios. Las métulas son ramas secun-
darias formadas sobre los conidiéforos y portan
a las fidlides (células conididgenas en forma de
matraz Erlenmeyer); la organizacién de las fidli-
des y las puntas de los conidiéforos son muy ca-
racteristicas, pues forman agrupaciones parecidas
a pinceles ( penicilli).

Los conidios (2.5 a 5.0 pm de didmetro) son
redondos, unicelulares y agrupados en cadenas li-
neales a partir de las puntas de las fidlides (véase
fig. 8.16).

SCEDOSPORIUM APIOSPERMUM

Pseudallescheria boydii es un hongo ascomice-
to homotdlico, filamentoso y con amplia distribu-
cién mundial. Ha sido aislado del suelo, asi como
de drenajes, aguas contaminadas y estiércol de
animales de granja. Es un patégeno oportunista
emergente y puede causar varias infecciones en
el humano, denominadas seudoalesqueriasis. P.
boydii es el teleomorfo de Scedosporium apiosper-
mum y Graphium eumorphum.

Los hospederos infectados son generalmente
inmunosuprimidos por enfermedades hematolégi-
cas, trasplante de drganos o sida. P. boydii estd en-
tre los agentes causantes de micetoma por grano
blanco, pero en esta seccion s6lo nos enfocaremos
a las hialohifomicosis, infecciones causadas por su
estado anamoérfico: Scedosporium apiospermum.

S. apiospermum puede causar infeccién en va-
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rios organos y sistemas del cuerpo humano, lo cual
incluye infecciones cutdneas, sinusitis, keratitis,
linfoadenitis, endoftalmitis, meningoencefalitis,
abcesos cerebral vy pulmonar, endocarditis, neu-
monia, bola fingica pulmonar, bursitis, artritis,
osteomielitis, uretritis e infecciones diseminadas
que si no son tratadas, frecuentemente son fatales.
Las infecciones cerebrales se asocian como una
complicacion, en pacientes a punto de ahogarse.

Morfolégicamente S. apiospermum o P. boydii
crecen rapidamente a 25°C. La textura de las colo-
nias es de lanosa a algodonosa inicialmente blanca
y después se transforma en gris oscuro o marron,
en el reverso de la colonia es pilida con zonas os-
curas marron-negro (fig. 6.36a).

Microscopicamente las estructuras reproducto-
ras asexuales son hifas septadas e hialinas (2-4 pm
de didmetro); los conididforos son diferenciados de
las células conididgenas tinicamente por las ané-
lides producidas en el desarrollo de aneloconidios
ovales con la base truncada y unicelulares (4-7 x
5-12 mm) (fig. 6.36b).

Los conididforos de S. apiospermum son sen-
cillos, mientras que los de Graphium eumorphum
son largos, erectos, anchos y cementados forman-

Fig. 6.36. Morfologia colonial de 5 apiospermum: o colonias lanosas
de crecimiento rapido, inicialmente blancas y posteriormente marron
claro; b} examen al microscopio con azul de algodon, que muestra coni-
dios que emergen de anélides.
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do un synema (la estructura erecta consiste de
conidi6foros unidos). Los conidios en S. apiosper-
mum con frecuencia se forman individualmente
sobre los conidiéforos, mientras que aquellos de
G. eumorphum estdn arreglados en racimos en los
dpices de cada synema. Scedosporium, Graphium
0 ambas formas pueden estar presentes en el mis-
mo aislamiento.

En medios de cultivo especiales puede obtener-
se P. boydii, el teleomorfo, identificindose por la
presencia de cleistotecios, ascas y ascosporas.

Histopatolégicamente, al microscopio se obser-
van hifas septadas en los tejidos infectados.

ScopPuLARIOPSIS

Scopulariopsis es un género de hongos fila-
mentosos, pertenecientes a los ascomicetos que
habitan en el suelo, materiales vegetales, plumas
de aves e insectos. Tiene una amplia distribucion
mundial. Varias especies de Scopulariopsis tie-
nen representantes teleomorfos clasificados en el
género Microascus spp, ya que Scopulariopsis es
contaminante comiin y las infecciones humanas
son causadas particularmente en pacientes inmu-
nocomprometidos (por ejemplo, receptores del
trasplante de médula dsea).

Es un hongo débilmente queratinofilico y muy
resistente al benomil (antifiingico utilizado en los
vegetales).

El género Scopulariopsis contiene especies; la
mds comiin es S. brevicaulis. Estos hongos estdn
entre los causantes de onicomicosis especialmente
del primer ortejo, ademas de lesiones cutdneas,
micetoma, sinusitis invasiva, queratitis, endoftal-
mitis, infecciones pulmonares, endocarditis, abs-
ceso cerebral e infecciones diseminadas.

Las infecciones invasivas por Scopulariopsis
spp, vistas principalmente en receptores trasplan-
tados de médula ésea, son altamente mortales.

Ademds de las infecciones, una de las carac-
teristicas mds sorprendentes de S. brevicaulis es
su asociacién con muertes humanas debido a la
inhalacién del gas arsino, el cual es producido por
el hongo a partir de colorantes con arsenato, pre-
sentes en papel tapiz para paredes.

Las colonias de Scopulariopsis spp crecen mo-
deradamente rdpido y maduran en aproximada-
mente cinco dias. Son de textura que va de granu-
lar a polvosa. Por el frente, el color inicialmente
es blanco y se transforma a ligeramente marron

o beige con el tiempo (fig. 6.37a). Al reverso, el
color es bronce con centro marrén.

Algunas especies pueden formar colonias oscu-
ras, las que en su caso, deberdn estar contempla-
das dentro de las feohifomicosis (micosis causa-
das por hifomicetos dematiaceos). Al microscopio
se observan hifas septadas, conidiéforos, anélides.
conidios y ocasionalmente podrdn apreciarse cla-
midoconidios.

Los conidiéforos son indistintos de la hifa y pue-
den ser individuales o ramificados. Las anélides
(cilindricas) son solitarias, en grupos o en forma
de penicilios. Los conidios son unicelulares, de re-
dondos a piriformes, la mayoria con textura rugo-
sa con espinas, truncados (planos por un lado) v
formando cadenas basipetas (fig. 6.37b).

Fig. 6.37. Morfologia colonial de Scopulariopsis brevicoulis: a) el cul-
tivo en Sabouraud presenta colonias polvosas, plegadas, con zonacion
y color marrn claro; b) examen directo con azul de algodon, revela
anélides y cadenas de aneloconidios redondos.

TRICHODERMA SP

Trichoderma es un género muy comiin especial-
. mente del suelo y de madera en descomposicién.
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Gliocladium (con fidlides fuertemente convergen-
tes) y Verticillium (con fidlides rectas y modera-
damente divergentes) son géneros cercanamente
relacionados.

Las colonias tienen crecimiento rdpido, primero
blancas y vellosas y posteriormente de color ama-
rillo-verde a verde formando mechones compac-
tos frecuentemente en pequefias dreas 0 en zonas
concéntricas sobre la superficie del agar.

Los conididforos son repetidamente ramificados,
verticilados irregularmente, llevando grupos de
fidlides divergentes, a menudo curvas y en forma
de matraz. La mayoria de los conidios son verdes,
algunas veces hialinos, con paredes lisas o rugo-
sas vy estdn arreglados en cabezas viscosas (glios-
poras o glioconidios) agrupados en la punta de las
fidlides (véase fig. 8.23). Trichoderma viridae ha
sido reportado como un agente causal de bola fun-
gica pulmonar y con peritonitis en pacientes con
didlisis peritoneal continua ambulatoria.

VErTICILLIUM SP

Los miembros de este género son frecuente-
mente aislados del ambiente. Las colonias son de
crecimiento rdpido con apariencia de aterciopela-
das a vellosas, de color blanco a amarillo pélido,
transformandose en rosadas-marrodn, rojas, verdes
con reverso sin color, amarillo o rojo-marrén.

Microscdpicamente los conidiéforos son erectos
y estdn bien diferenciados, y casi en su totalidad
son ramificados en verticilios, con fidlides diver-
gentes en forma de punzoén delgado. Los conidios
son hialinos o de colores brillantes, la mayoria
unicelulares y generalmente surgen formando ca-
bezas viscosas (glioconidios) (fig. 6.38). Con poca
frecuencia los hongos del género Verticillium se
han reportado como agentes de queratitis micotica
o incluso de absceso hepdtico.

FEOHIFOMICOSIS
DESCRIPCION

Término acufiado por Ajello L. y colaboradores
en 1974 para agrupar a las infecciones micoticas
cutdneas, subcutaneas y sistémicas causadas por
hongos pigmentados o dematidceos, los cuales
producen hifas y/o células levaduriformes en el
tejido del hospedero. La frecuencia de estas in-
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Fig. 6.38. Verticillium.

fecciones depende del sitio de la infeccidn, de la
rapidez del diagndstico y de la respuesta al trata-
miento antifingico.

La mortalidad se presenta hasta en 80 % de los
casos de feohifomicosis sistémica. Los factores de
riesgo asociados a las formas clinicas diseminadas
o fungemias son: neutropenia, tratamiento con
corticosteroides, hemodidlisis, trasplante de mé-
dula dsea y cirugias cardiacas.

En general, las formas superficiales de estas in-
fecciones se presentan en pacientes inmunocom-
petentes y son secundarias a inoculacién traumadtica;
los casos diseminados se observan en inmunocom-
prometidos y el mecanismo de infeccidn es por inha-
lacidn de la estructura infectante de los hongos.

Por las diferentes descripciones se considera
que mas de 100 especies v 60 géneros de los hon-
gos dematidceos son causantes de feohifomicosis.
La pigmentacidn es la caracteristica comtin de es-
tos hongos, dada por la presencia de melanina en
la pared celular de los conidios e hifas.

Los agentes mads frecuentes son Cladophialopho-
ra bantiana, Bipolaris spicifera, Exophiala derma-
titidis, Ochroconis gallopava, Alternaria alternata,
Phialophora richardsiae, Exserohilum rostratum y
Curvularia [unata. Estos hongos son ubicuos en
la naturaleza vy se aislan del suelo, aire, plantas y
detritus orgdnicos.

En el cuadro 6.5 se muestran los géneros y es-
pecies reportados causantes de esta micosis. Re-
cientemente C. bantiana se incluye en la lista de
los hongos que deben ser manejados siguiendo las
indicaciones del nivel 2 de bioseguridad.

Las infecciones pueden ser superficiales, subcu-
taneas y diseminadas a otros érganos. En el cuadro
6.6 se muestran las formas clinicas v sus agentes
etiologicos causales mds comunes.

Superficial. En las onicomicosis es comtin que
se afecten las uiias de los pies; las caracteristicas
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clinicas similares a las onicomicosis por derma-
tofitos. Las formas cutdneas son polimorfas y
pueden manifestarse como placas eritematosas,
infiltradas, verrugosas y con escama blanca ad-
herente.

Cuadro 6.5. Géneros y especies reportados
como causantes de feohifomicosis.

Exserohilum rostratim
Ochroconis gallopavum
Phaeoacremonium  parasiticiom
Phialophora richardsine

Rhinocladiella @ atrovirens

Cuadro 6.6. Formas clinicas de feohifomicosis v
géneros causantes,

L

Quiste micdtico Exophiala, Alternaria

Queratitis Curvularia, Bipolaris

Neumonia Ochroconis, Rhinocladiella

Sinusitis Bipolaris, Curvularia,
Alternaria

Absceso cerebral Cladophialophora

Subcutdnea. El quiste micdtico se localiza en
las 4reas expuestas como una lesién de aspecto
quistico.

Diseminada. Afecta diversos dérganos, las ma-
nifestaciones clinicas dependeran del érgano afec-
tado y los signos y sintomas son inespecificos.

EsPECIMENES BIOLOGICOS

Pus de abscesos.

Escamas de piel.

Fragmentos de tejidos.
Liquido cefalorraquideo.
Aspirado bronquial.

Liguido pleural.

Exudado de tlcera de cornea.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. En los diferentes especimenes
biolégicos se observan hifas pigmentadas, septa-
das, fragmentadas de 2-6 pm de didmetro, hifas
irregulares (moniliformes), con o sin estructuras
levaduriformes, alargadas y esféricas de 25 pm de
didmetro. Las células esféricas son de pared delga-
da y en ocasiones se aprecia una division interna
en un solo plano.

Cultivo. Los especimenes se inoculan en agar
dextrosa Sabouraud, agar extracto de malta y
agar papa dextrosa. Incubacién: de 10 a 20 dias,
a temperatura de 30 a 37 °C. La diferenciacién de
los géneros y especies se hace con base en el estu-
dio morfolégico macroscopico y microscdpico. El
crecimiento de las colonias fiingicas requiere una
cuidadosa interpretacion, debido a que es posible
que sean considerados como contaminacién.

Cladophialophora bantiana. El crecimiento 6p-
timo se da a 30°C y lento a 37 °C. Macroscopica-
mente la colonia es lisa a elevada, pulverulenta
o aterciopelada, de color verde olivo y al reverso
negro. Los conidios se producen de los lados o de
la punta de la hifa o conidiéforo; son alargados a
elipticos, de pared lisa, los extremos son puntiagu-
dos, de 6-12.5 X 3-5 pm de didmetro, dispuestos
en cadenas de 5 a 10 conidios, de color marrén
pdlido (fig. 6.39). Esta especie puede desarrollarse
en presencia de cicloheximida, pero no crece en
medio de infusién cerebro-corazon.

Bipolaris spicifera. Las colonias son de creci-
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Fig. 6.39. Clodophialophora bantiona: o) colonia aterciopelada, verde
olivo a marrdn; b) conidios elipticos, de pared lisa, dispuestos en largas
cadenas.

miento rdpido a 25 °C en agar dextrosa Sabouraud,
aterciopeladas, planas, de color marrén. Microscoé-
picamente presenta hifas septadas, no ramificadas,
con conidios cilindricos, de pared gruesa, con tres
septos y dispuestos en el conidiéforo en zigzag,.

Exophiala dermatitidis. Inicialmente las colo-
nias son himedas, gelatinosas de color negro y
con las continuas resiembras toman un aspecto
velloso. Microscdpicamente en los cultivos jove-
nes se observan células ovoides, unigemantes y en
cultivos maduros predominan hifas septadas, con
anélides tubulares, elongadas, con extremo termi-
nal estrecho; conidios elipsoides, unicelulares, de
1-3 % 3-6 ym, dispuestos en racimo a los lados o
en el dpice de la anélide.

Alternaria alternata. Las colonias son de color
verde olivo, grisdceo o marrén grisaceo. Los co-
nidiéforos son simples o ramificados, rectos y li-
sns. Los conidios multicelulares son muriformes
con un pico corto o largo, de formas oblongadas
a piriformes, con septos en sentido longitudinal y
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transversal, punta redonda, de 20-63 X 9-18 pm,
dispuestos en largas cadenas.

Phialophora richardsiae. Las colonias presentan
un crecimientordpido a 30 °C, con zonas concéntri-
cas, ligeramente elevadas, vellosas, de coloracidn
variable (verde oliva y marrdn grisdceo). En los
cultivos viejos, el pigmento se difunde al medio.
Microscopicamente las células conidiégenas son
fidlides, las cuales son producidas directamente de
la hifa vegetativa, son abundantes, simples, delga-
das, cuya base mide de 1-3 pm y de 2-30 pm de lon-
gitud y el extremo distal estrecho, con un collarete
simple o “en forma de campana” de 4 pm de dia-
metro. Los conidios pueden ser hialinos, de pared
delgada, elipticos, 1-2 X 2-4 pm de didmetro o de
color marrén, esféricos, de 2.5-3 um de didmetro.

Curvularia lunata. Forma colonias de creci-
miento rapido, de aspecto algodonoso o aterciope-
lado, de color variable (pardo, gris o negro). Los
conidios son curvos o casi rectos, con tres septos,
de 20-32 X 9-15 pm y la pared celular de la segun-
da célula de los conidios es gruesa e hiperpigmen-
tada. Los conidios estin dispuestos en racimo en
el dpice del conidiéforo.

Histopatologia. En los cortes de los tejidos te-
Nidos con H-E se observan las estructuras pard-
sitas pigmentadas (hifas septadas, fragmentadas
o moniliformes o células levaduriformes, alarga-
das, esféricas) (fig. 6.40). Los cambios celulares
dependerdn de la forma clinica de la enfermedad.
Lo caracteristico es la observacion de abscesos cir-
cunscritos dentro de un granuloma, caracterizado
por células epiteliales, histiocitos y gigantes. En el
centro del granuloma presenta necrosis con fibri-
na y polimorfonucleares degenerados. Con la tin-
cion de Fontana-Masson se tifie fuertemente la
estructura pardsita. Esta tincidn es especifica para
resaltar la presencia de melanina.

Fig. 6.40. Corte histoldgico donde se observan hifas tortuosas de color
marrdn en un caso de feohifomicosis.
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SEUDOMICOSIS SUPERFICIALES

Las seudomicosis son un grupo de patologias
que, a pesar de no ser causadas por hongos, pro-
ducen cuadros clinicos en muchas ocasiones difi-
ciles de distinguir de las micosis verdaderas. Por
otra parte, durante mucho tiempo, los agentes
etiologicos de estas seudomicosis fueron conside-
rados hongos.

En la actualidad la mayoria se ubica entre el
grupo de las bacterias y unos cuantos correspon-
den a algas aclorofilicas. Las infecciones mds im-
portantes de este grupo son eritrasma, tricomico-
sis axilar y prototecosis.

ERITRASMA

DescripciON

Es una afeccion cutdnea causada por Coryne-
bacteriumm minutissimum, bacilo difteroide gram-
positivo que se puede aislar de la piel de personas
clinicamente sanas. No se conoce la frecuencia
real del padecimiento y se ha observado que, en
muchas ocasiones, el paciente ignora que tiene la
enfermedad, sobre todo en casos leves.

Las formas clinicas son variables y pueden ser:

Lesiones de grandes pliegues. Como los geni-
tocrurales, submamarios o axilares; se caracteri-

Seudomicosis

zan por producir lesiones de color marrén rojizo,
de 3 a 10 centimetros de didmetro, de bordes preci-
sos, son descamativas, exudativas y pruriginosas.

Lesiones de dreas interdigitales. Son lesiones
en placa, eritematosas, redondas, con borde esca-
moso, o bien, lesiones vesiculosas que son pruri-
ginosas al inicio y posteriormente dolorosas a la
presion, cuando la vesicula se ha roto.

Formas generalizadas. Se observan placas bri-
llantes descamativas que afectan a varias partes de
la piel, principalmente a la del tronco. El padeci-
miento es mds frecuente en los hombres. La hume-
dad v el calor realizan un papel importante para el
desarrollo de esta infeccion; es poco contagiosa y
en la mayoria de los casos se considera que es una
infeccion oportunista, ya que se observa en indivi-
duos con diversos factores de inmunodeficiencia.

ESPECIMENES BIOLOGICOS
* Escamas.
¢ Exudados.
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Examen directo. En las escamas aclaradas con
KOH a 15 % se observan estructuras redondas de

1 micra de didmetro, bacilos aislados de 1 a 3 ym
de longitud y filamentos cortos fragmentados, for-
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mados por elementos cocoides o bacilares, estos
ultimos de 4 a 7 pm de talla.

Frotis. Se observan los mismos elementos des-
critos anteriormente, los cuales son positivos a la
tincién de Gram. En la mayoria de los casos basta
con estos procedimientos para establecer el diag-
ndstico (fig. 7.1).

Fig. 7.1. Eritrasma. Escamas tefidas con tincién Gram, donde se ob-
servan los seudofilamentos formados por bacilos de Corvnebacterium
minutissimum.

Cultivo. Los medios mds utiles, incubados a
37 °C, son el agar sangre, medio de Loeffler o un
medio especial para C. minutissimum, constituido
por 20 % de suero fetal de bovino, 2% de agar y
78 % de medio de cultivo de tejido niimero 199. El
cultivo es dificil de obtener aun en estos medios.
En caso de ser positivo, entre las 12 v 24 horas
siguientes se presentan colonias de 2 a 4 mm de
didmetro, brillantes y translicidas. El frotis vy la
tincion de Gram revelan a los elementos difteroi-
des grampositivos.

Pruebas especiales. Las lesiones clinicas, al ser
examinadas bajo luz de Wood, asi como también
los cultivos presentan una fluorescencia rojo ladri-
llo, coral o naranja (ver pruebas especiales para
dermatofitos).

TRICOMICOSIS AXILAR
Descripcion
Es una infeccién bacteriana de los pelos del pu-

bis v de las axilas causada por Corynebacterium
tenuis, bacilo difteroide grampositivo.

La afeccidn es asintomadtica y se caracteriza por
la presencia de nodosidades blandas, dispuestas a
lo largo v alrededor de los pelos afectados. Habi-
tualmente, el color de estas concreciones es blan-
co amarillento, aunque en ocasiones puede ser
rojo o negro.

El padecimiento es mds frecuente en personas
del sexo masculino, la mayoria de las veces jove-
nes, en quienes la hiperhidrosis y probablemente
la mala higiene sean los factores desencadenan-
tes. En algunos pacientes que presentan esta pa-
tologia, la transpiracién, al combinarse con los
productos metabdlicos de las bacterias, produce
manchas en la ropa y es esto lo que motiva la con-
sulta médica.

EsPECIMEN BIOLOGICO

* Pelos.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Macroscdpicamente se ob-
servan nddulos blancos, blandos v poco adhe-
rentes a lo largo de los pelos afectados. Micros-
copicamente, las preparaciones a partir de los
nddulos aclaradas con KOH al 15 % presentan
organismos bacilares y cocoides inmersos en un
material mucilaginoso. Se pueden observar los
pelos tefiidos con una gota de azul de algodén
(fig. 7.2).

Fig. 7.2. Pelo tefido con azul de algoddn, en donde se observan las
concreciones formadas por estructuras cocoides correspondientes a
Corynebacterium tenuis.
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Frotis. Las nodulaciones desprendidas del pelo
son positivas a la tinciéon de Gram vy se observan
elementos cocoides de 1 micra de didmetro y ele-
mentos bacilares de 2 a 4 pm de longitud. Ambos
tipos de estructuras fijan el colorante de manera
irregular (fig. 7.3).

W
e . h :

Fig. 7.3. Frotis tefiido con Gram, a partir de nodulaciones formadas por
C tenuis en pelo.

Cultivo. Se realiza en medios enriguecidos,
como el agar sangre de carnero con 1 % de Tween
80, se incuba a 37 °C y en un plazo de 24 a 48 ho-
ras se obtienen colonias brillantes, de color blanco
grisdceo y duras. El frotis tefiido con tincién de
Gram muestra seudofilamentos ramificados y ele-
mentos difteroides aislados.

PROTOTECOSIS

DESCRIPCION

Es un padecimiento ocasionado por miembros
del género Prototheca spp que son algas sin cloro-
fila. Estos agentes fueron clasificados inicialmen-
te como levaduras y después reclasificados como
Prototheca sp. Biolégicamente son muy semejan-
tes a otro género de algas con clorofila, llamado
Chlorella sp.

Las formas clinicas de la prototecosis son las
siguientes:

* Cutdneas y subcutdneas.
* Retroolecraneana.
* [ntestinal.
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* QOnixis.
* Generalizada (sélo un caso notificado).

Son tres las especies de Prototheca que tienen
importancia desde el punto de vista clinico: P. wi-
ckermanii, P. zopfii y P. stagnora. Algunos autores
hablaron anteriormente de P. filamenta, pero ac-
tualmente se le considera entre otro género, que
es Fisuricella filamenta, el cual no produce pro-
totecosis.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Escamas.
* Material de biopsia.
¢ Exudado de lesiones.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Los productos se montan en
KOH al 15 % o en azul de algoddn, v en algunos
casos es posible observar estructuras redondeadas
de 10 a 20 pm de didmetro.

Cultivo. Se obtiene ficilmente en medio de
Sabouraud, la morfologia microscopica es muy
parecida a las colonias de levaduras, siendo las de
Prototheca de un color blanco amarillento. En el
microscopio se observan estructuras generalmen-
te redondas, de 8 a 20 pm de didmetro, que con-
tienen endosporas en su interior en niimero de 2 a
20 segun la especie.

Histopatologia. Las algas se observan ficilmen-
te en los cortes histopatoldgicos, sobre todo con la
tincién PAS o la de Grocott-Gomori. Se observan
estructuras redondas u ovoides de 15 a 20 pm de
didmetro.

SEUDOMICOSIS SUBCUTANEAS
POR ACTINOMICOSIS

DescriPCION

Es una enfermedad tumoral producida por ac-
tinomicetos, de evolucién crénica, granulomatosa
y supurativa, en la que se observan granos amari-
llos. Se disemina por contigiiidad y en raras oca-
siones por via hematdgena.

Los agentes etiolégicos son bacterias anaero-
bias o microaerofilicas, de forma bacilar, poco ra-
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mificadas y que se dividen por fragmentacidn; son
grampositivas y no acido alcohol resistentes.

En la mayoria de los casos, Actinomyces israelii
es el causante de la actinomicosis; sin embargo,
actualmente A. viscosus y Arachnia propionica
han mostrado un aumento en la frecuencia de ais-
lamiento. Otros agentes etiologicos son: A. naes-
lundii, A. odontolyticus, A. bovis y Bifidobacterium
dentium (eriksonii). Todos ellos forman parte de
la biota anaerobia habitual del cuerpo humano y
se aislan con relativa facilidad de la cavidad bucal.

La actinomicosis se presenta en forma espord-
dica y su distribucién geogréfica es cosmopolita,
se presenta en todos los grupos de edad, pero es
mads frecuente entre los 30 y los 40 anos.

El sexo y la ocupacién no influyen aparente-
mente en su incidencia. Se encuentra asociada a
factores de oportunismo, entre los cuales los mds
importantes son los traumatismos o fracturas y la
higiene bucal deficiente. La enfermedad también
se da en animales mamiferos, como vacas, caba-
llos, ovejas, perros y gatos.

Existen varias formas de actinomicosis y depen-
diendo de su localizacién se han dividido en:

Cervicofacial. Es la forma clinica mds comiin
y se presenta después de un traumatismo en la
mucosa bucal, como es una extracciéon denta-
ria o una fractura de la maxila. Se caracteriza
por dolor leve al principio, edema blando de la
region afectada que posteriormente se vuelve
duro, masas nodulares granulomatosas que se
abscesan y drenan material purulento, y granos
amarillentos constituidos por las colonias del
agente etiolégico. En algunos casos, la infeccién
se extiende y puede afectar los huesos del craneo
y las meninges.

Pulmonar. Los actinomicetos llegan al pulmén
por extensién directa de una infeccion del cuello o
por la aspiracién de microorganismos provenien-
tes de las caries dentarias. Las lesiones se desarro-
llan principalmente en la region hiliar y los sin-
tomas son: febricula, tos productiva, hemoptisis,
pérdida de peso y dolor pleural. El padecimiento
ataca a la pleura y se extiende a la pared tordcica
hasta drenar un material seropurulento por fistu-
las a la piel.

Abdominal y pélvica. Es el resultado de una
perforacién intestinal accidental con objetos di-
versos, por ejemplo: espinas de pescado, huesos
de pollo, heridas con armas punzocortantes o de
fuego; sin embargo, la causa mds frecuente se debe

a infecciones primarias a nivel de la tuba uterina,
vesicula biliar e higado. Los sintomas iniciales son
insidiosos y se relacionan con el érgano prima-
rio afectado. También se presenta invasion de la
pared abdominal, formandose fistulas que drenan
secrecion purulenta con granos.

Otros sitios. Los 6rganos y tejidos afectados
son: el rifién, el hiimero, las vdlvulas cardiacas, el
sistema nervioso central, el conducto lagrimal,
el ttero, el cuello uterino y la vagina; estos tres
tltimos se asocian con el uso del dispositivo in-
trauterino.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Secrecién purulenta.
= Esputo.
* Fragmentos de tejido.

DIAGNGSTICO DE LABORATORIO

Antes de efectuar los eximenes correspondien-
tes es aconsejable lavar la secrecién purulenta con
solucion salina isotdnica tres veces.

Examen directo. Se realiza a partir de la secre-
cién purulenta o del esputo, Se observan granos
de color amarillo, también llamados “granos de
azufre” que llegan a medir hasta 2.5 mm de did-
metro y que presentan finas prolongaciones peri-
féricas llamadas clavas.

Frotis. Se efectia a partir del esputo y se tifie
con la coloracién de Gram; se observan granos y
masas de filamentos grampositivos.

Cultivo. Los productos se deben sembrar en
medios anaerdbicos especiales, como tioglicolato,
medio de Garrod, medio de anaerobiosis 0 medio
especial para crecimiento de Actinomyces o, en su
defecto, cultivar el microorganismo en caldo infu-
sién-cerebro corazén o agar sangre en condiciones
de anaerobiosis (fig. 7.4).

Si los granos son muy grandes, pueden macerar-
se con solucidn salina en un mortero estéril y pos-
teriormente hacer un frotis y el cultivo (fig. 7.5).

El desarrollo de colonias suspendidas en los
medios liquidos para anaerobios da la certeza del
crecimiento del organismo; sin embargo, la mor-
fologia colonial es muy variable, por lo que es
necesario efectuar otras pruebas para la correcta

. caracterizacion del microorganismo.
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Pruebas especiales. En el cuadro 7.1 se anotan
las principales caracteristicas bioquimicas v fisio-
légicas que ayudan a establecer la identificacion
de las diferentes especies de agentes de actino-
micosis.

Histopatologia. Se observa una reaccién granu-
lomatosa crdnica, abscesos y supuracion. Los gra-
nos (fig. 7.6), que miden de 100 a 300 pm, mues-
lran tres capas estructurales:

s Centro con filamentos ramificados en una dis-
posicidn radial.

® Cuerpos cocoides en la parte media.

aqlicolato. cok . * Zona periférica, formada por clavas que pro-

e i bablemente sean depdsitos de complejos an-

tigeno-anticuerpo y neutrdéfilos.
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Fig. 7.5. Fr e A isroelii tef Gram, efe a partir de una Fig. 7.6. Actinomicosis. Corte histolégico que muestra un grano de A
nia de A isroe isroelii formado de elementos cocoides, bacilares y clavas periféricas
[Cortesia de E. Macotela-Ruiz
Cuadro 7.1. Caracteristicas fisiolégicas v bioquimicas de los principales agentes causantes de actinomicosis.
Actinomyces Actinomyces  Actinomyces  Bifidobacterium Arachnia
Caracteristicas bovis israelii naeslundii eriksonii propionicus
Aerobio var var var 0 var
Anaerobio - - - + +
Catalasa 0 0 0 0 0
Leche tornasolada red red red red con grumos red
Produccién de dcido propiénico 0 1] 0 0 (1
Hidrélisis de almiddn - 0 0 + 0
Fermentacién
Glucosa A A A A A
Manitol 0 A 0 A A/var
Manosa 0/var A A A A
Xilosa A/var A 1] A 0
Rafinosa 0 A A A A
ar, variable red, reducida. A, produccidn de dcid
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RINOSPORIDIOSIS
DescripciON

La rinosporidiosis es un padecimiento caracteri-
zado por el desarrollo de polipos y papilomas sobre
las mucosas, principalmente la nasal v la conjun-
tival y raramente sobre la piel. El agente etiolégico
Rhinosporidiwm seeberi sélo se conoce en forma
parasitaria. Actualmente Rhinosporidium seeberii
no se considera un hongo sino un mesomiceto-
zoario, seglin estudios de biologia molecular; sin
embargo, su posicidn taxondmica atin no estd cla-
ramente definida.

Esta infeccidn se considera de baja frecuencia.
Es un padecimiento de los habitantes del conti-
nente asidtico, aunque se ha encontrado también
en Africa, América, Oceania y Europa. Las perso-
nas del sexo masculino se afectan mas frecuente-
mente vy el grupo etario, en el que se observa esta
micosis, es el de los 20 a los 35 anos, aunque se
han presentado casos raros en ninos.

Se ignora mucho acerca de la biologia de este
organismo, asi como de la epidemiologia del pa-
decimiento; se cree que el contacto prolongado de
las personas con el agua estancada de lagos, lagu-
nas, estanques, etc., realiza un papel importante
en el mecanismo de infeccién. Animales como los
caballos, las mulas y los bovinos pueden también
ser atacados.

Hasta el momento no se conoce ningun factor
de inmunosupresidon asociado al padecimiento;
sin embargo, puede ser que ciertas actividades
como la pesca y la natacidn en estos lugares estén
ligadas a la enfermedad.

En cuanto al aspecto clinico, los polipos se pre-
sentan como masas sésiles o pediculadas, rojas y
friables, que sangran ficilmente y estin cubiertas
de pequenos puntos blancos que ponen en eviden-
cia la presencia del pardsito.

En 50 % de los casos las lesiones se encuentran
en la mucosa nasal, pero el nimero de casos de
localizacion conjuntival se observa cada vez con
mayor frecuencia. Otros sitios afectados pueden
ser el ofdo, faringe, laringe, uretra y vagina. Esta
micosis es de prondstico benigno.

ESPECIMENES BIOLOGICOS

* Material de biopsia.
& Exudados.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Examen directo. Se efectia con KOH al 15 %,
por medio del cual se observan los esporangios
redondos, de pared gruesa y cuyo didmetro varia,
de acuerdo con el estado de madurez, entre los
100 v 350 pm. Contienen en su interior endospo-
ras de 7 a 10 pm vy a veces éstas se ven libres en
la secrecion.

Cultivo. Hasta el momento no ha sido posible
cultivar este organismo.

Histopatologia. Rhinosporidium seeberi puede
verse facilmente en los cortes histolégicos tenidos
con hematoxilina-eosina, por lo cual no se requie-
ren de tinciones especiales para el diagndstico; sin
embargo, se pueden hacer las de Gridley, PAS o
de Gomori.

La principal caracteristica es la presencia en
el tejido de numerosas estructuras globulares de
diametro variable. Algunas de ellas pueden estar
colapsadas parcialmente, asumiendo una forma
semilunar, trofocito o esporangio juvenil (de 10 a
100 pm), unicelulares, de pared delgada y sin en-
dosporas; otras pueden ser esporangios inmaduros
(sin nicleo, de pared gruesa bilaminada) y espo-
rangios maduros (de 100 a 350 ym) con zonacion
de endosporas. El tejido destaca una reaccion in-
flamatoria cronica, en la cual los neutrédfilos, las
células plasmadticas y los linfocitos son las estirpes
celulares presentes (fig. 7.7).

Fig. 7.7. Corte histoldgico tefido con hematoxilina-eosina, donde se
ohservan las estructuras redondas de pared muy gruesa, de diametro
variable v con endosporas en el interior, caracteristicas de R. seeberi.
[Cortesio de R. Mayorga.)
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Descripcion

La nocardiosis es una enfermedad aguda o
crénica, generalmente supurativa, causada por la
inhalacién o el contacto traumdtico con actinomi-
cetos aerobios que habitan en el suelo y se asocia
a pacientes con inmunodepresién, en quienes el
agente se desarrolla en forma de seudofilamentos.
l.a localizacién inicial de las lesiones puede ser
pulmonar primaria y cutdnea primaria.

La infeccién pulmonar primaria constituye 75 %
de los casos conocidos v de esta forma se desarro-
lla una neumonia que puede ser lobular y frecuen-
temente de evolucion crénica. La lesién puede ser
un absceso pulmonar solitario, una neumonia ne-
crotizante aguda, un infiltrado difuso o una fibro-
sis progresiva.

Estas lesiones pueden extenderse a la pleura y
a la pared tordcica y dar por resultado un cuadro
que semeje cualquier otro padecimiento respira-
torio, no existen sintomas y signos caracteristi-
cos de la enfermedad, por lo que el diagndstico
es dificil v requiere examenes de laboratorio para
confirmarlo. En los pacientes con inmunodepre-
sién importante se dan casos de diseminacion a
otros oérganos, como el sistema nervioso central
o el rindn.

En un pequeno nimero de casos se presenta en
forma cutanea primaria con lesiones que incluyen
edema, pustulas vy un sindrome linfocutdneo que
semeja a una esporotricosis. Esta afeccién es rela-
tivamente benigna y algunas veces cura en forma
espontdnea o con un tratamiento corto a base de
sulfonamidas.

El agente etiolégico mis comin es Nocardia
asteroides, aun cuando se conocen casos provoca-
dos por N. brasiliensis, N. otitidiscaviarum y otras
especies emergentes, como N. cyriacigeorgica y N.
veterana.

La nocardiosis es cosmopolita y no tiene pre-
disposicion racial ni ocupacional. En las revisio-
nes de casos clinicos se ha observado que hay un
promedio de 2:1 o 3:1 del sexo masculino sobre el
femenino; la incidencia es mayor entre los 30 y los
50 aiios de edad. Solamente en 50 % de los casos
se conocen alguno o varios factores predisponen-
tes 0 de oportunismao.
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EsPECIMENES BIOLOGICOS

* Esputo.
* Material de biopsia.
* Pus y exudado de lesiones.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Frotis. A partir de cualquiera de los productos
biolégicos se realiza un frotis y se tifie con las téc-
nicas de Gram, Fite o Kinyoun. Se observan fila-
mentos largos, sinuosos, ramificados y fragmen-
tos bacilares grampositivos y parcialmente dcido
con alcohol resistente (fig. 7.8).

Fig. 7.8. Nocardio osreroides. Frotis de esputo tefido con la técnica de
Fite. Obsérvense los filamentos formados por elementos bacilares.

Cultivo. Se emplean los mismos productos bio-
légicos y se siembran en los medios de Lowens-
tein-Jensen y Sabouraud sin antibidticos, con ex-
tracto de levadura al 0.5 %. Véase la descripcién
morfolégica, colonial y pruebas bioquimicas para
la diferenciacion de la especie en el capitulo del
micetoma (fig. 7.9).

Fig. 7.9. Nocardia asterpides en agar Sabouraud, colonias de superficie
rugosa, céreas, circunscritas y de color coral
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Histopatologia. Con mayor frecuencia las le-
siones son fibréticas. Hay un infiltrado denso de
leucocitos polimorfonucleares dentro de los nédu-
los, asi como fibrina, linfocitos y células plasma-
ticas. En los nédulos de gran tamafio puede pre-
sentarse necrosis seguida de cavitacién, algunas
veces fibrosis, células de Langhans y necrosis ca-
seo0sa, lo que permite diferenciar las lesiones de la
nocardiosis de aquéllas producidas por la tubercu-
losis. Algunas veces se presentan lesiones encap-
suladas, especialmente en el cerebro.

Cuando se utiliza la tincién de hematoxilina-

cién de Gram modificada se observan delicados
filamentos muy ramificados, ademds de cadenas
de cuerpos bacilares.

Con la tincion de Kinyoun se observan los mi-
croorganismos, pero por su tendencia a fragmen-
tarse en formas bacilares cortas, se confunden con
los bacilos de la tuberculosis. Los filamentos se
observan bien con la tincién de plata-metenami-
na, siempre y cuando la exposicién al colorante
sea prolongada.

Pruebas especiales. Véanse las pruebas bio-
quimicas para actinomicetales en el capitulo del

eosina, se confunden fiacilmente los microorganis-  micetoma.

mos causales debido a que no se tifien. Con la tin-
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Hongos contaminantes

comunes de laboratorio

En el laboratorio de micologia médica, el aisla-
miento de hongos contaminantes a partir de pro-
ductos biolégicos es un hecho muy frecuente, lo
cual se debe a que muchos de los especimenes
provienen de dreas habitualmente no estériles,
ademds de que muchas micosis afectan tejidos
superficiales que se encueniran en contacto con
el ambiente y, por tanto, con los hongos contami-
nantes del aire, tierra o agua.

Debido a que dia a dia aumenta el nimero de
factores de oportunismo en los pacientes, la im-
portancia de los hongos considerados como “con-
taminantes” radica en que, dependiendo del sis-
tema inmune del paciente, pueden llegar a ser la
causa directa de una infeccién micética o, en el
mejor de los casos, ser la causa directa de proble-
mas alérgicos en pacientes con hipersensibilidad.

Por lo anterior, es necesario que el personal de
laboratorio de micologia médica conozca y sea ca-
paz de identificar los hongos “contaminantes™ ais-
lados con mayor frecuencia a partir de productos
bioldgicos e interpretar el significado patologico
que puedan tener.

A continuacion se presentan las caracteristicas
morfolégicas de algunos hongos contaminantes
(ordenados alfabéticamente) comunes en el aisla-
miento para el diagndstico micolégico.

Acremonium. Revisar descripcion y figura en
hialohifomicosis en el capitulo 6.

Alternaria. Es un dematiiceo que se aisla con
gran frecuencia en el laboratorio; este género de
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hongos puede ocasionar cuadros respiratorios
de tipo alérgico, fechifomicosis y aun invasion de
las unias.

Los conidios de Alternaria son de forma varia-
ble, aunque la gran mayoria son alargados, con
una base ancha y el extremo distal un poco mas
delgado. Presentan septos longitudinales y trans-
versales (antiguamente se conocia a estos conidios
como dictiosporas).

Los conidios pueden estar aislados o formando
cadenas, en las cuales el primer conidio se origi-
na de un orificio pequefio en el extremo del coni-
dioforo, y a partir del extremo distal del primer
conidio se origina otro, y asi de manera sucesiva
hasta formarse cadenas de cinco conidios 0 mds

(fig. 8.1).

Fig. B.1. Alternaria.
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136 CAP. B. HONGOS CONTAMINANTES COMUNES

El cultivo es de crecimiento rdpido, llegando a
cubrir por completo una caja de Petri en un perio-
do de cinco a 10 dias. Es de color gris oscuro, ver-
de oscuro o negro, de superficie lanosa y bordes
irregulares. La forma de reproduccién sexuabTe
este hongo lo ubica en el phylum Ascomycota!na:
los géneros Pleospora sp y Clathrospora sp. -

Aureobasidium. Es un ascomiceto homotilico
que al principio presenta un aspecto levaduriforme,
de color blanco o rosado, que con el tiempo se torna
negro y adquiere un aspecto plegado. Las hifas son
cortas, multiseptadas, de paredes gruesas y pigmen-
tadas. Produce pequeiias espiculas a partir de las
cuales se producen conidios hialinos, los cuales se
forman a un mismo tiempo en diferentes puntos de
la célula conididgena. Los conidios posteriormente
sufren un proceso de gemacion para formar cade-
nas de otros conidios que se pigmentan (fig. 8.2).

Fig. 8.2. Aureobasidium. Hifas hialinas tabicadas y conidios blasticos.

Chrysonilia (Monilia). Revisar descripcién en
hialohifomicosis (fig. 8.3) en el capitulo 6.

Fig. 8.3. Monilio sp.

Chrysosporium. Revisar descripcion en hialo-
hifomicosis (fig. 8.4) en el capitulo 6.
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Fig. 8.4. Chrysosporium.

Cladosporium. Es un hongo dematidceo que st
cultiva con gran frecuencia a partir del ambiente
y detritus vegetales. Su crecimiento es rdpido y e!
cultivo presenta color gris oscuro o verde oscuro.

Microscopicamente se caracteriza por la pre-
sencia de cadenas de blastoconidios, cadenas que
pueden ser simples o ramificadas. Los conidios
miden de 2 a 4 ym de didmetro, son de forma oval,
su crecimiento es de tipo acrépeto y entre una y
olra parece existir un material hialino en el sitio de
unién (fig. 8.5).

Fig. 8.5. Examen microscopico de Clodosporium sp

Cunninghamella bertholletiae (C. elegans o
C. echinulata). Ver descripcién en mucormicosis
(fig. 8.6) en el capitulo 6.
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Fig. B.6. Imagen microscopica de Cunninghamelio sp

Curvularia. Es un dematiiceo de micelio sep-
tado, con conidiéforos en grupos o aislados, que
producen poroconidios fragmentados, de forma
cilindrica o ligeramente curvada con septo trans-
versal (fig. 8.7). Se aisla con alguna frecuencia a
partir de los cultivos de productos bioldgicos, es
agente etiolégico de queratitis micética y en con-
tadas ocasiones lo es de la feohifomicosis. La fase
sexual de este hongo pertenece al género Cochilio-

Fig. B.7. Curvularia.

Drechslera. Es un hongo contaminante, cuya
reproduccién asexual se lleva a cabo por un pro-
ceso de tipo simpodial proliferativo. Los conidios
pertenecen a los poroconidios, son alargados,
ovalados, con una doble pared muy evidente y
presentan septos transversales. La célula conidié-
gena toma un aspecto de zigzag conforme va ori-
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ginando los conidios. Este hongo es responsable
de algunos casos de queratitis micética (fig. 8.8).
Su forma sexual se ubica en dos géneros, que son
Cochiliobolus y Pyrenophora.

Fig. 8.8. Drechslera,

Epicoccum. Las colonias presentan general-
mente una coloracién amarilla o naranja, aunque
algunas producen un pigmento rojo plrpura que
difunden al medio y que es mds evidente al rever-
s0. A medida que los conidios maduran, la colonia
presenta dreas oscuras. Los conidiéforos se agru-
pan en esporodoquios, son cortos, oscuros y dan
lugar a conidios oscuros y multiseptados en senti-
do longitudinal y transversal (fig. 8.9).
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Fig. 8.9. Epicoccum.

Fusarium. Revisar descripcion en hialohifomi-
cosis (fig. 8.10).
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Fig. B.10. Fusarium.

Geotrichum. Revisar descripcién en hialohifo-
micosis (fig. 8.11) en el capitulo 6.

Fig. 8.11. Artroconidios de Geotrichum sp.

Gliocladium. Es muy parecido a Penicillium,
pero con conidios viscosos. Las colonias son de
crecimiento rdpido, con aspecto de ante y de tex-
tura suave, de color blanco o rosado salmén, en un
primer momento, llegando a ser de verde pdlido a
oscuro con la esporulacién. El rasgo mds caracte-
ristico del género es una hifa erecta con densos
conidiéforos penicilados, cuyas fidlides producen
un material hialino y viscoso que cubre a los coni-
dios, generalmente de color verde. Algunas veces
las especies pueden producir conidiéforos verti-
cilados vy catenulados, lo que puede confundirlo
con Verticillium o Trichoderma. Las especies de
Gliocladium tienen una distribucién amplia en la
naturaleza y son cominmente aisladas de restos
de plantas y de suelos (fig. 8.12).
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Fig. 8.12. Gliocladium.

Helminthosporium. Es un hongo que produ-
ce conidiéforos marrén oscuro, con poroconidios
del mismo color, en ocasiones agrupados en raci-
mos, de doble pared muy evidente. Son de forma
alargada con una base un poco mds ancha que el
extremo distal. Se distingue de Drechslera porque
la célula conidiégena no es de tipo proliferativo,
ni tampoco existe el aspecto de zigzag en la célula
conidiégena. El aislamiento en el laboratorio es
frecuente (fig. 8.13).

Fig. 8.13. Helminthosporium.

Mycocladus (Absidia) corymbifera. Ver des-
cripcién en mucormicosis (fig. 8.14) en el capi-
tulo 6.

Nigrospora. Es un hongo de crecimiento mice-
lial velloso, blanco al principio y posteriormente
0scuro, con un reverso negro. Microscépicamen-
te presenta conidios holobldsticos negros, de una
célula, solitarios, lisos, subglobosos u ovoides,
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Fig. B.14, Esporangio de Mycoclodus corymbifera.

aplanados horizontalmente, que nacen a partir
de conididforos hialinos. Los conididforos crecen
perpendiculares a la hifa (fig. 8.15).

Fig. B.15. Nigrospora.

Paecilomyces. Revisar descripcién en hialohi-
fomicosis (fig. 8.16) en el capitulo 6.
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Fig. B.16. Aspecto microscdpico de Poecilomyces sp.

Penicillium. Revisar descripcién en hialohifo-
micosis (fig. 8.17) en el capitulo 6.

Fig. B.17. Aspecto microscopico de Penicillium sp, que muestra un
aparato conidial constituido por conididforo, métulas, fidlides y fialo-
conidios en cadena.

Rhizomucor pusillus, Rhizopus oryzae (R.
arrhizus). Ver descripcién en mucormicosis en el
capitulo 6.

Rhodotorula. Revisar descripcién y figura en
rodotorulosis en el capitulo 6.

Saccharomyces. Revisar descripcién en sacaro-
micosis (fig. 8.18) en el capitulo 6.

Fig. B.1B. Aspecto macroscopico (a) y microscopico (b), de Soccha-
romyces cerevisioe.

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

140  cAP 8. HONGOS CONTAMINANTES COMUNES

Scopulariopsis. Revisar descripcién en hialohi-
fomicosis (fig. 8.19) en el capitulo 6.

Fig. 8.19. Scopuloriopsis sp: a) aspecto macroscapico, ¥ b) micros-
copico.

Sepedonium sp. Las colonias son moderada-
mente de rdpido crecimiento, generalmente de co-
lor blanco a amarillo dorado, de apariencia de ante
a lanoso, convirtiéndose en flocosas con la edad.
Son conidiéforos hialinos no especializados, pues
se asemejan a las ramas cortas de las hifas vegeta-
tivas. Los conidios son terminales, solitarios o en
racimos, de una sola célula, de globosos a ovoi-
des, de 7 a 17 pm, de hialinos a dmbar, lisos o
arrugados y generalmente con una pared gruesa.
Las especies de Sepedonium son hongos comunes
de suelo y pardsitos de los hongos carnosos; sin
embargo, se parece mucho a Histoplasma capsu-
latum, por lo que para hacer el diagndstico dife-
rencial deberd recurrirse a la conversion de la for-
ma parasitaria, crecimiento a 37 °C o prueba de
exoantigenos (fig. 8.20).

Fig. 8.20. Sepedonium.

Stemphylium. Este hongo es macroscdpica-
mente indistinguible de otros dematidceos. Micros-
cdpicamente se caracteriza por presentar conidio-
foros pigmentados cortos, simples o ramificados,
septados, con el extremo distal voluminoso, a par-
tir del cual se forman los conidios por un proceso
de proliferacién percurrente. Los conidios tienen
forma de mora, son solitarios, de colores marrén
claros o negros, grandes, de pared rugosa o lisa y
generalmente tienen una constriccion en la par-
te central. Debe diferenciarse del género Ulocla-
dium, el cual produce poroconidios muriformes,
pero por un proceso simpodial (fig. 8.21).

Fig. 8.21. Stemphylium.

Syncephalastrum. Colonias de crecimien-
to muy rdpido, algodonosas, de color blanco a
gris claro, que se convierten a gris oscuro por el
desarrollo de los meroesporangios (esporangios
en forma de dedo). Esporangidforos erectos, a
menudo con rizoides, mostrando ramificacién
simpodial (ramificacion racemosa) con produc-
cién de ramas laterales curvas. El tallo principal
y las ramas terminan en una vesicula hinchada
de globosa a ovoide y que da lugar al meroespo-
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rangio, que cuando llegan a la madurez contie- Ulocladium. Es un hongo dematidceo que pro-
nen de 10 a 50 esporangiosporas de pared lisa. = duce conidiéforos simples o ramificados. Los co-
La temperatura éptima de crecimiento es de 20-  nidios se originan de un proceso simpodial y son
40°C (fig. 8.22). de forma ovoide y de color marrén o negro. Pre-
sentan septos transversales y longitudinales, por
lo que pueden confundirse con Alternaria, aunque
Ulocladium no forma cadenas de conidios (fig.
§.24).

Fig. 8.22, Syncephalastrum.

Trichoderma. Revisar descripcion en hialohi-
fomicosis (fig. 8.23) en el capitulo 6.

Fig. 8.24. Ulocladium.

Verticillium. Revisar descripcién en hialohifo-
micosis (fig. 8.25) en el capitulo 6.
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Fig. 8.23. Trichoderma.

Fig. 8.25. Verticillium.
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INTRODUCCION

El diagnoéstico integral de las infecciones mico-
ticas se fundamenta en el estudio clinico y epi-
demioldgico del paciente, asi como en los proce-
dimientos de laboratorio, los cuales pueden ser
directos o indirectos. Los procedimientos directos
son indispensables para el diagnéstico etioldgico,
ya que conducen a la observacion, aislamiento y
clasificacién taxondmica del hongo causante. Los
procedimientos indirectos, como las pruebas in-
munoldgicas, son de gran valor como auxiliares
diagnédsticos cuando no es posible el aislamiento
del hongo, asi como para valorar el prondstico o
confirmar la curacién del paciente.

En este capitulo se describen los procedimien-
tos directos de laboratorio que, realizados con el
conocimiento tedrico de la micologia y el adies-
tramiento adecuado, conducen en la mayoria de
los casos a un diagnéstico de certeza. Asimismo,
se agrega una parte que describe las técnicas de
conservacion y coleccion de cultivos de hongos,
lo que es indispensable para mantener en el labo-
ratorio de micologia cepas de referencia o de inte-
rés para su estudio. Se ha incluido una parte rela-
cionada con los procedimientos de extraccidon de
ADN y ARN, que constituye la base de la biologia
molecular; para mayor informacién sobre técnicas
especificas, el lector debe remitirse a la literatura
citada o relacionada.
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Procedimientos
de laboratorio

Examen directo. Es el mds comiin y sencillo
de los procedimientos para la observacién micros-
cépica de los hongos tanto a partir de productos
biolégicos como de su desarrollo en medios de
cultivo. A través del examen directo se establece
el diagndstico en la mayoria de las micosis. El
examen directo se efectiia tanto para observar las
estructuras parasitarias del hongo en especimenes
patolégicos como para observar sus caracteristicas
microscépicas a partir de cultivos desarrollados.
La morfologia de los hongos, tanto en estado pa-
rasitario como en estado de vida libre, en general
es muy caracteristica, con la cual se establece su
identificacién taxondémica. Es importante evitar los
errores de interpretacion; algunas estructuras fiin-
gicas pueden confundirse con artefactos diversos.

Hioréxipo pe potasio (KDH)

Esta solucién se puede utilizar en concentracio-
nes desde 10 a 40 %. A menor concentracién, el
tiempo para visualizar las estructuras parasitarias
serd mayor; a mayor concentracién la visibilidad
es mds rdpida y la formacién de cristales es mds
rdpida, lo cual puede obstruir la deteccién de es-
tructuras flingicas. La solucién es transparente y
su funcién es destruir uniones intercelulares favo-
reciendo la dispersién de células, lo cual favorece
la visualizacién de estructuras micéticas.
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* Hidréxido de potasio, 15 g.
s Agua destilada, 100 ml.

Mezclar bien los ingredientes y utilizar. No re-

quiere tratamiento adicional.

PREPARACION DEL AZUL DE ALGODON

Reactivos

a) Solucién de lactofenol
Fenol liquido, 20 ml
Acido lictico, 20 ml
Glicerol, 40 ml
Agua destilada, 20 ml

b) Azul de anilina, 0.5 g

Mezclar a v b, filtrar y conservar en frasco
dmbar.

OBSERVACION MICROSCOPICA DE
PRODUCTOS PATOLOGICOS

Cuando éstos son liquidos como la orina, el
liquido cefalorraquideo vy los diversos exudados,
basta agregar una gota de KOH al 10 a 15 % (po-
tasa) en un portaobjetos y una gota del producto
biolégico por estudiar; sobre la preparacion se co-
loca un cubreobjetos v se observa directamente
con el microscopio, de preferencia con dptica de
contraste de fases para diferenciar mejor las es-
tructuras fiingicas de los elementos tisulares.

En ocasiones se puede agregar a la preparacién
una gota de algin colorante simple, como eritro-
sina al 1%, azul de metileno, azul de algoddn o
lugol bacteriolégico, para contrastar y precisar los
elementos fiingicos.

Cuando los elementos patolégicos son pelos
0 escamas, se deposita sobre el portaobjetos una
gota de KOH o de lactofenol, para aclarar las es-
tructuras tisulares y destacar las células fingicas.
Se deja actuar al aclarante por 5 a 10 minutos y
se observa al microscopio. Se puede preparar una
solucion combinando 80 ml de KOH con 20 ml de
glicerina, para evitar la precipitacién rdpida de la
potasa y conservar las preparaciones durante un
periodo mayor.

Algunas veces se requiere agregar a la prepara-
cién una gota de azul de metileno para teiiir los
bacilos de Corynebacterium minutissimum, en el
caso de diagndstico presuntivo de eritrasma. En

otras se puede agregar al KOH una gota de tinta
azul (marca Parker) para observar con mayor cla-
ridad las levaduras y filamentos de Malassezia sp.

La técnica del examen directo de escamas con
cinta adhesiva transparente (diurex) para el diag-
ndstico de pitiriasis versicolor consiste en aplicar
la superficie adhesiva, presionando un poco so-
bre las lesiones discromicas; después se adhiere
la cinta sobre un portaobjetos y se observa di-
rectamente al microscopio. Esta técnica requiere
experiencia en el reconocimiento de Malassezia,
gue sin tenirse ni aclararse se oculta entre las an-
fractuosidades de las escamas y del pegamento.
También se puede agregar al portaobjetos, antes
de pegar la cinta, una gota de azul policromo para
tefiir los elementos flingicos.

El examen directo de liquido cefalorragquideo
para la observacién de Cryptococcus spp se reali-
za agregando al producto una gota de tinta china,
para destacar en el campo oscuro las cdpsulas de
estas levaduras.

La técnica del blanco de calcofliior es 1itil para
la observacién microscépica directa de estructuras
micoticas, sobre todo de filamentos de dermatofi-
tos, Malassezia v otras levaduras.

Las escamas por analizar se montan en un por-
taobjetos y se agrega una gota de KOH, mas una
gota de la solucién blanco de calcoflior. Los ele-
mentos fiingicos se observan contrastados con
el material biolégico en una fluorescencia verde-
amarillo brillante al microscopio de fluorescencia.

MONTAJE Y CONSERVACION DE
PREPARACIONES HUMEDAS

Cuando se desea conservar temporalmente
preparaciones de exdmenes directos, como der-
matofitos en pelos y escamas, granos de micetoma
en secreciones, levaduras de Cryptococcus spp en
LCR, o bien, preparaciones de cultivos contrasta-
dos con azul de algodén, se recomienda hacer un
doble montaje cubriendo el espécimen por conser-
var con un cubreobjetos; se sellan perfectamente
los cuatro lados del cubreobjetos con barniz de
ufias transparente y se deja secar. Estas prepara-
ciones deben almacenarse en posicién horizontal
para que no se decanten los elementos flingicos y
vigilarse periddicamente para evitar su desecacion.

Observacién microscépica de cultivos. Si se

. trata de cultivos levaduriformes, basta con tomar
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una pequefna cantidad de la colonia con el asa
bacterioldgica vy homogeneizarla en una o dos
gotas de agua, solucién salina o algiin coloran-
te como eritrosina o azul de algodén, para des-
pués observar la preparacion en el microscopio,
de preferencia por contraste de fases. Si se trata
de colonias filamentosas, con el asa micolégica
tomar un fragmento del centro de la colonia y dis-
gregarlo con la ayuda de una aguja de diseccion;
agregar una o dos gotas de azul de algododn, co-
locar un cubreobjetos y observar al microscopio.
Otro método consiste en tomar una “impronta”
de la colonia con cinta adhesiva transparente, co-
locarla en un portaobjetos en el que previamente
se ha colocado una gota de eritrosina o azul de
lactofenol, colocar un cubreobjetos y observar al
microscopio.

Frotis e impronta. Estos procedimientos se rea-
lizan con las mismas técnicas descritas en bacte-
riologia, cuidando que los portaobjetos estén lim-
pios y desengrasados y que la pelicula del frotis
sea delgada para no obstaculizar la observacién.

Los frotis se preparan a partir de los productos
bioldgicos en fase liquida, como orina, sangre,
secrecion vaginal, bucal y nasal, liquido pleural,
LCR, etc. Es recomendable centrifugar los liqui-
dos y utilizar el sedimento. Ambos procedimientos
son utiles cuando la observacién de los elemen-
tos fingicos no es clara; por tanto, es necesario
tefiir los hongos para facilitar su observacion, par-
ticularmente si se trata de levaduras de Candida o
de H. capsulatum.

Las improntas se preparan aplicando la super-
ficie del portaobjetos sobre las lesiones por estu-
diar, ejerciendo una presién moderada. Cuando se
trata de biopsias, el tejido se aplica sobre varios
puntos del portaobjetos, de tal manera que quede
el tejido adherido a la superficie. Una vez que los
frotis y las improntas se han secado al aire, se fijan
con calor o con alcohol metilico v se tifien con las
técnicas indicadas en cada caso.

TECNICAS DE MONTAJE

Tincion de pelos y escamas. Generalmente,
estos especimenes se procesan a través de un exa-
men directo y las estructuras micdticas son facil-
mente observables. Sin embargo, cuando se desea
colorearlos v conservarlos con fines de ensefianza
o de ilustracidn, se requiere una técnica de mon-
taje y es necesario adherirlos al portaobjetos antes
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de la tincion, para realizar con facilidad el proce-
dimiento tintoreal elegido.

Albiimina de Meyer. Esta preparacién es 1til
cuando se requiere hacer una tincién de especime-
nes como escamas o pelo y es necesario adherirlos
al portaobjetos. La preparacidn es la siguiente:

* Batir una clara de huevo a punto de turrén.

* Agregar un volumen de glicerina igual a la
clara prebatida.

* Mezclar lentamente hasta homogeneizar.

* Agregar un cristal de timol como conserva-
dor vy filtrar.

* Mantener en reposo a 4 °C durante 24 horas.

ProcebiMIENTO

Colocar una pequena gota de albimina de Me-
yer sobre el centro del portaobjetos limpio y des-
engrasado. Extender la gota hasta hacer una fina
pelicula. Colocar los pelos o las escamas parasi-
tadas y presionar ligeramente con una superficie
roma (como el mango del asa micolégica). Se
seca lentamente a la flama del mechero y se deja
la preparacién toda la noche a una temperatura
de 30 a 35°C. Una vez que estdn bien adheridos
los productos, se fijan con alcohol metilico, cu-
briendo la totalidad del portaobjetos y dejando
que se evapore totalmente. Se debe realizar la
técnica de coloracion deseada y montar con re-
sina sintética.

TECNICAS DE TINCION

En micologia, las técnicas de tincién emplea-
das pueden ser simples, compuestas o especiales
para el estudio histopatoldgico. La eleccidn de la
técnica depende del producto que se va a procesar
y de la finalidad que se persiga al realizar el pro-
cedimiento. Las técnicas de tincién mds ttiles en
micologia son descritas a continuacion.

EXAMEN DIRECTO CON AZUL DE
ALGODON (AZUL DE LACTOFENOL)

Es titil para realizar el examen directo de culti-
v0s, va que es una técnica rdpida que tifie la pa-
red, lo que permite visualizar perfectamente las
estructuras fiingicas.
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La técnica consiste en depositar una gota de co-
lorante sobre un portaobjetos y sobre ella colocar
un fragmento pequeno del cultivo por estudiar,
disgregandolo perfectamente para poder hacer
una buena observacion; se coloca un cubreobjetos
sobre la preparacion y se procede a la observacion
de ésta.

También es ttil para observar estructuras fin-
gicas filamentosas tomadas de una colonia con
cinta adhesiva transparente.

La técnica también puede ser aplicada a los mi-
crocultivos; sélo se aplica una gota del colorante
entre el portaobjetos o el cubreobjetos que contie-
ne el hongo crecido.

Con esta técnica también se pueden tefir pre-
paraciones para conservacion a largo plazo; para
esto es necesario sellar los bordes de la prepara-
cién con barniz transparente para ufas.

Azul de metileno

Azul de metileno lg
Alcohol 60 ml
Agua destilada 250 ml

Mezclar los tres componentes y utilizarla direc-
tamente. Los hongos adquieren un color azul se-
mejante al azul de algodén, aunque el hongo se
observa mds intenso que el fondo del campo. Es
muy util también para la observacidn de C. minu-
tissimum (agente causal del eritrasma).

Safranina acuosa
Safranina 0.5g
Agua destilada 100 ml

Mezclar el colorante con el agua destilada y uti-
lizar la solucién. Los elementos fliingicos se tifien
de color rojo intenso y el resto del campo toma un
tono incoloro o rosa pdlido. Esta técnica de tincién
es (itil para el estudio de cultivos y productos bio-
l6gicos liquidos.

TINCION NEGATIVA CON TINTA CHINA

Es un procedimiento de contraste especial para
visualizar la cipsula de Cryptococcus spp en LCR,
improntas o exdmenes directos de cultivos.

En México se utiliza tinta china marca Pelikan
en una dilucién de 1:2 con agua destilada. La téc-
nica consiste en colocar una gota del producto
biolégico por examinar y una gota de tinta china,

ambas gotas separadas por unos 3 mm, sobre ellas
se coloca un cubreobjetos y se procede a la obser-
vacién. Cryptococcus se observa sin teiiir con la
cdpsula refringente y una pequefia levadura en su
interior, en tanto que el resto del campo de obser-
vacion tiene un fondo negro.

HIDROXIDO DE POTASIO=TINTA
AzUL (PARKER)

Es 1til principalmente para tefir filamentos y
levaduras en escamas de pacientes con pitiriasis
versicolor. Las escamas pueden obtenerse por ras-
pado de la lesion, o bien, por medio de la cinta
adhesiva transparente.

La técnica es simple y consiste en aplicar sobre
las escamas por estudiar una gota de una mezcla
de KOH-tinta Parker; después se aplica un cubre-
objetos y se procede a observar.

Reactivos

KOH 10% 94 ml
Tinta azul marca Parker 6ml

Gram

Se emplea para teiiir productos biolégicos liqui-
dos, exudados de lesiones, improntas y macerados
de biopsia. Todos los hongos son positivos a la
coloracion de Gram, excepto Cryptococcus, que
por la presencia de la cdpsula no capta adecuada-
mente los colorantes. Esta tincién también es util
para tefiir algunos Actinomicetales causantes de
seudomicosis.

Procedimiento

* Hacer un frotis y fijarlo con calor.

® Cubrir con cristal violeta durante un minuto y
después lavar ligeramente con agua corriente.

® Cubrir con lugol durante un minuto y lavar
con agua corriente.

¢ Decolorar con una cantidad de 10 a 20 gotas
de una solucién de alcohol-acetona al 50 % vy
lavar ligeramente con agua corriente,

® Cubrir con safranina durante 30 segundos y
lavar ligeramente con agua corriente, dejar
secar y observar.

® Las estructuras fiingicas se observan de color
azul violeta.
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Giemsa

Es atil para detectar H. capsulatum, P. marne-
ffei y Pneumocystis spp, hongos que con otras téc-
nicas en ocasiones son dificiles de observar. La
técnica consta de los pasos siguientes:

* Hacer un frotis y cubrir con metanol al 100 %,

¢ Dejar secar al aire.

* Cubrir con el colorante de Giemsa durante 1
minuto.

® Cubrir con el buffer de Giemsa durante 5 mi-
nutos.

* Lavar con agua corriente y dejar secar.

Las levaduras de los tres organismos menciona-
dos se observan de color rojo violeta, rodeadas de
una zona sin tefir en el interior de los macrdfagos
o fuera; se observa un fondo azul.

Fite

Esta tincidn es aplicada tanto a frotis como a
tejidos obtenidos por biopsia para detectar micro-
organismos pertenecientes al orden Actinomiceta-
les. El procedimiento es el siguiente:

* Pasar el frotis por dos banos de 5 minutos cada

uno en una mezcla de tolueno (dos volime-

nes) y aceite mineral o vegetal (un volumen).

Secar con papel filtro.

Aplicar fucsina en frio durante 20 minutos.

Lavar con agua corriente.

Decolorar con alcohol acido (5% de dcido

lactico).

Lavar con agua corriente.

* Tefiir con azul de metileno como contraste
durante 3 minutos.

* Lavar con agua corriente.

* Secar al aire y observar.

Las bacterias del género Nocardia toman un co-
lor rojo v cualquier otro género toma un color azul
igual a la coloracién del fondo.

TINCION DE ASCAS Y ASCOSPORAS
DE LEVADURAS

Esta técnica permite visualizar las ascas y ascos-
poras de todos los hongos y es especialmente titil
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cuando se trata de visualizar levaduras en los He-
miascomycetes, ya que con las tinciones habitua-
les es muy dificil distinguir sus formas sexuales.

Reactivos
Verde de malaquita 7.60g
Agua destilada 100 ml
Safranina acuosa 0.25g
Agua destilada 100 ml

Procedimiento

* Preparar un frotis y fijar con calor o metanol.

® Cubrir con verde de malaquita v calentar du-
rante 5 minutos.

* Lavar con agua corriente.

* Cubrir con safranina durante 30 segundos.

* [avar con agua corriente y dejar secar.

Las ascas y ascosporas se tifien de color verde, en
tanto que las levaduras toman una coloracién roja.

Tincion pe Kinvoun

Es util para tenir bacilos parcialmente resis-
tentes al alcohol dcido. Es principalmente valioso
en el caso de los Actinomicetales del género No-
cardia que se decoloran en exceso con la técnica
de Ziehl-Neelsen habitual.

Soluciones

Fucsina de Kinyoun

Fucsina bdsica 4g
Etanol al 95 % 20 ml
Fenol en cristales 8g

Agua destilada 100 ml

Disolver la fucsina en el etanol, agregar el fenol pre-
viamente fundido, el alcohol dcido v el agua. Mezclar.

Alcohol 4cido
HCI concentrado 3ml

Alcohol al 95 % 97 ml
Etanol al 95 %

Etanol absoluto 5ml

Agua destilada 95 ml
Acido sulftirico al 1 %

Acido sulfiirico concentrado 1 ml

Apua destilada 99 ml
Azul de metileno

Azul de metileno 03g

Agua destilada 100 ml
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Procedimiento

® Preparar un frotis y fijar con calor o metanol.

® Cubrir durante cinco minutos con fucsina de

Kinyoun.

Lavar con agua corriente.

Cubrir con alcohol dcido y decantar.

Lavar con agua corriente.

Decolorar con 4cido sulfirico al 1 % durante

2 a 3 minutos.

Lavar con agua corriente.

Cubrir con azul de metileno durante 1 minuto.

* Lavar con agua corriente, dejar secar y ob-
servar.

Los actinomicetos se tifien de rojo y se obser-
van en un fondo azul.

AcIDo PERYODICO DE SCHIFF

Este procedimiento de tincién es 1til para hacer
el estudio de especimenes, sobre todo en aquellos
casos en los que el examen con KOH ha resultado
negativo.

Composicidn

Solucién de hidrosulfito de sodio
Acido tartérico o HCI 05g
Hidrosulfito de sodio lg
Agua destilada 100 ml

Mezclar v almacenar a temperatura ambiente en un
recipiente perfectamente cerrado.

Acido peryédico
Solucién al 5 % en agua destilada
Reactivo de Schiff

Fucsina bdsica 0.1g
Etanol al 95 % 5ml
Agua destilada 95 ml

Mezclar v almacenar a temperatura ambiente en un
recipiente perfectamente cerrado.

Verde brillante
Verde brillante 1g
Acido acético glacial 0.25 ml
Agua destilada 100 ml

Mezclar v almacenar a temperatura ambiente.,
Procedimiento

® Preparar un frotis y fijarlo con calor.

® Sumergir la preparacién en etanol al 95 %
por 1 minuto.

¢ Sumergir la preparacién en dcido peryédico y
retirarla rapidamente.

* Sumergir la preparacién en fucsina bdsica
por 2 minutos y enjuagar suavemente.

* Contrateiir con verde brillante por 5 segundos.

® Cubrir la preparacién con etanol al 95 % por
10 segundos y después con etanol absoluto
por 1 minuto.

® Aclarar con dos pasos rdpidos por xileno.

* Montar en resina sintética.

Los filamentos flingicos, conidios y esporas
aparecen de color rojo o rosa intenso. El cemento
de algunos granos en los micetomas (Madurella
mycetomatis) adquieren un color amarillo o na-
ranja. Los nicleos celulares y la coligena se obser-
van de color verde claro; el glucégeno y la mucina,
rojos. El citoplasma, que es verde en general, ad-
quiere un tinte rosa (granuloso en ciertas células
gigantes).

AzuL pe ALcian para Cryprococcus

En esta técnica las levaduras de Cryptococcus
se observan de color azul claro, los nicleos en co-
lor rojo y los mucopolisacaridos de azul turquesa.

Procedimiento

* Teifiir los cortes con azul de Alcian durante 5
minutos.

® Lavar con agua corriente.

* Teiiir con safranina durante 5 minutos.

* Deshidratar por medio de pases sucesivos
en alcoholes al 50, 70 y 95 %, y alcohol ab-
soluto.

* Montar en resina sintética.

Para preparar el azul de Alcian se necesita:

* Azul de Alcian 1 g.
¢ Solucién de dcido acético 3 % 100 ml.
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Tincion oe GrocotT * Lavar con agua destilada.
(METENAMINA DE PLATA) ¢ Cubrir con tiosulfito de Na por 1 minuto.
e Lavar con agua destilada.
Composicion * Cubrir con verde riapido por 3 minutos.
® Dejarsecary observar. Las preparaciones pue-
Acido crémico, 10 % den ser conservadas en resina sintética.
Acido crémico 10g
Agua destilada 100 ml Con esta técnica los hongos se tifien de color
Metenamina, 3 % negro al igual que algunas bacterias (Nocardia y
Hexametilanetretamina 3g Actinomyces). Nocardia puede requerir mayor
_Agua destilada 100 ml tiempo de incubacién en la solucién de plata me-
Nitraio de plata, 5 % tenamina. La mucina adquiere un color gris os-
Miraio de plata 58 curo; las partes internas del micelio, rosa oro; el
Agua destilada 100 ml f
Borato de sodio, 5 % ondo aparece de color verde clam_._Debe tenerse
Borato 5g cuidado al observar los cortes tefiidos con esta
Agua destilada 100 ml técnica, ya que algunas fibras como las reticula-
Solucién de metenamina de plata res o las de elastina también se tifien de color
Metenamina de plataal 3% 20 ml negro.
Nitrato de plata al 5% 1 ml
Borato de sodio al 5% 1.5ml
Agua destilada 17 ml TECNICAS DE MICROCULTIVO
Guardar en el refrigerador de 3 a 4 dias. CuLTIVO EN PORTAOBJETOS
Bisulfito de Na, 1 % Es una técnica de gran utilidad para el estudio

Bisulfito o metabisulfito deNa 18 de los hongos filamentosos mitospéricos, con apli-

Cloﬂrfruoa d‘:’;ﬂ“ﬂaﬂ_ e 100 m caciones diversas, por ejemplo:
i:}ur:?eg&:i 505 ﬁ.ll * Identificacion taxonomica. -

Tiosulfito de Na, 2 % * Estudios de ontogenia de los conidios.
Tiosulfito de Na 2g ¢ Obtencidén de material para microscopia de
Agua destilada 100 ml luz y electrénica.

Verde brillante, 2 % * Elaboracién de preparaciones permanentes
Verde rdpido 28 utiles en la ensefianza.

Acido acético glacial 0.2 ml ¢ Como apoyo para identificaciones diferen-
Agua destilada 100 ml ciales.
* Como control para las cepas de colecciones

Procedimiento de hongos.

e Hacer un frotis y fijarlo con metanol. Los medios de cultivo y tiempos de incubacién

» Secar al aire. son variables, dependiendo del hongo por proce-

* Cubrir con el dcido crémico al 10% por 10 sar y de los fines que se persiguen al realizar la
minutos. técnica. En general puede decirse que los medios

* Lavar con agua destilada. de cultivo mds empleados son: agar dextrosa Sa-

¢ Cubrir con el metabisulfito de Na al 1 % por  bouraud con y sin antibiéticos, agar papa dex-
1 minuto. trosa, agar extracto de malta, agar Borelli y agar

* Lavar con agua destilada. Czapek.

* Colocar los frotis en una caja de Coplin con la El tiempo de incubacién normalmente es de
solucién de metenamina de plata y calentar 2 a 15 dias y la temperatura habitual es de 25 a
con el microondas por 45 s. 28°C.

* Lavar con agua destilada.
¢ Cubrir con cloruro de oro por 10 s.
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TECNICA TRADICIONAL

1

10.

11.

12.

13.

En la base de una caja de Petri de 10 cm de
didmetro se coloca una varilla de vidrio dobla-
da en forma de “V” (caballete).

. Sobre la varilla se fija un portaobjetos, con

ayuda de cinta adhesiva. Se deposita en la
misma caja un cubreobjetos.

Se esteriliza el material durante 15 minutos a
15 libras de presidn.

Se prepara una caja de Petri con el medio se-
leccionado de aproximadamente S mm de es-
pesor.

Se corta el medio en cuadros de 10 mm por
lado, con ayuda de un bisturi estéril.

. Se coloca un cuadro del medio de cultivo en el

centro del portaobjetos de la caja de Petri.

. Se inocula en cada uno de los lados del frag-

mento del medio una pequefa porcién del
hongo por estudiar.

. Se colocael cubreobjetos sobre el medio inocu-

lado.

Se adicionan a la caja 10 ml de agua glicerina-
da al 10 %, teniendo cuidado de no mojar el
cultivo.

Se incuba en la oscuridad durante 2 a 15 dias
a 25 o0 28°C (estas condiciones son variables
dependiendo del género y especie de hongo
de interés).

Se retira el cubreobjetos y se coloca sobre un
portaobjetos limpio en el que previamente se
ha depositado una gota de azul de algodén,
que quedard en contacto con la superficie so-
bre la que se ha desarrollado el hongo de in-
terés.

Se retira y desecha el fragmento del medio de
cultivo del portaobjetos; se deposita una gota
de azul de algodén en el centro del portaobje-
tos y se coloca un cubreobjetos nuevo.

En caso de querer conservar la preparacion
durante largo tiempo, se sellan los bordes de
los cubreobjetos con barniz de unas transpa-
rente o con resina.

TECNICA DEL EMPAREDADO

1,

Sobre una placa de agar se depositan de cin-
co a ocho fragmentos del hongo por estudiar.
También como inéculo se puede depositar una
suspension de conidios o fragmentos micelia-

les v distribuir de forma homogénea sobre la
superficie del agar.

. Se introducen en el agar de cuatro a seis cubre-

objetos estériles en un dngulo aproximado de
el B

. Se cierra la caja y se incuba durante 2 a 15 dias

a temperatura ambiente o a otra temperatura
deseada.

. Cuando el cultivo ha alcanzado su madurez s:

retira un cubreobjetos de la caja y se coloca so
bre un portaobjetos, sobre el cual previament:
se ha depositado una gota de azul de algodén

. Se deposita una gota de azul de algodon sobre e

cubreobjetos y se cubre con otro cubreobjetos

. Se repite el procedimiento con los demds cu

breobjetos contenidos en la caja de cultivo.

Con esta técnica se tienen dos planos de en-

foque.

MEeropo pe RIVALIER Y SEYDEL

Es una técnica de microcultivo que permite

evidenciar de forma clara las estructuras morfold-
gicas flingicas en su arreglo y disposicién natural;
se realiza para la identificacién de cultivos, o bien
para preparar material de ensefnanza.

* Sumergir un portaobjetos estéril en medio d-
cultivo a 56 °C.

* Colocar el portaobjetos sobre un caballete e
una caja de Petri.

» Inocular el centro del portaobjetos con e
hongo que se va a estudiar.

® Depositar en la caja de Petri 10 ml de agua
destilada estéril, sin mojar el portaobjetos.

® [ncubar a 25°C en la oscuridad.

® Cuando el cultivo alcance su madurez, des-
prender el exceso de agar y secar en la estufa
a 37 °C durante 24 horas.

* Sumergir la preparacién en colodidn ligero.

* Escurrir el exceso de colodion y dejar secar
durante 24 horas en posicién horizontal.

Preparacion del colodion
Colodidn oficial (sin aceite de ricino) 1 ml
Alcohol absoluto 2ml
Eter sulfiirico 2ml
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Se utiliza para realzar las estructuras morfold-
gicas, sobre todo en hongos hialinos. El procedi-
miento es el siguiente:

® Tenir durante 10 minutos con azul de al-
godon.

= Retirar el exceso de colorante con alcohol al
70 %.

* Deshidratar con alcohol al 95 % vy después
con alcohol absoluto.

* Montar en alcohol polivinilico.

MEDIOS DE CULTIVO

Después de un examen en fresco, el espécimen
patoldogico deberd ser cultivado. En algunas oca-
siones el cultivo es dificil (histoplasmosis) o impo-
sible (rinosporidiosis). Como ya se ha explicado,
la identificacién primaria de los hongos depende
del criterio morfolégico; por tanto, la morfologia,
color o produccién de conidios de la colonia fun-
gica solo podrd ser demostrado a través del creci-
miento en el cultivo.

El medio de cultivo estandar utilizado univer-
salmente en micologia médica es el agar dextrosa
Sabouraud. Durante muchos anos fue el medio
ideal para el primoaislamiento y la conservacion
de aislados fiingicos. También ha sido el medio de
referencia en el cual se ha basado la descripcion
morfolégica de los hongos patégenos. Este medio
ha sido mejorado gracias a la adicion de antibac-
terianos como la penicilina, la estreptomicina, el
cloranfenicol, o bien, antifingicos como difenil,
actidiona o amonio, o incluso un pH modificado
con el objetivo de inhibir el crecimiento de bacte-
rias u hongos contaminantes.

La temperatura de incubacién de un primoais-
lamiento es variable, desde la temperatura am-
biente, que es de alrededor de 25 hasta 35°C, de-
pendiendo del género. La incubacién a 37 °C se
recomienda en posteriores cultivos y de preferen-
cia en cultivos puros. Esla temperatura es usada
para la obtencién de las formas parasitarias.

El tiempo de crecimiento también es variable
de acuerdo con el género y especie de hongo. Las
levaduras se desarrollan en un periodo de 24 a 48
horas después de la siembra, los hongos filamento-
sos (Aspergillus spp, Penicillium spp, Mucorales,
etc.) crecen en dos a cuatro dias y, finalmente,
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la mayor parte de los hongos patégenos crecen
después de seis dias y hasta dos a tres semanas des-
pués de la siembra.

Frecuentemente la sola descripcién de la mor-
fologia no es suficiente para efectuar la determina-
cién de la especie, por lo que es necesario conocer
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas del orga-
nismo. Para esto se han desarrollado medios de
cultivo especiales para la determinacién de género
y especie del hongo. La determinacién se logra a
través de los cambios que se producen en el culti-
vo, segun el tipo de desarrollo que tenga el micro-
organismo en ese medio.

Existen medios de cultivo que pueden cumplir
con dos o mds funciones, por ejemplo, medios de
cultivo primarios que al mismo tiempo dan la de-
terminacién especifica del hongo (como el medio
de Staib para Cryptococcus spp) o ayudan a ob-
tener la fase parasitaria de un hongo dimérfico
(como el medio de infusién cerebro-corazén para
Sporothrix spp y para H. capsulatum). Es necesa-
rio hacer notar que la mayoria de los medios de
cultivo estan disponibles en el mercado.

Todos los medios de cultivo, con excepcion del
medio de tioglicolato, deben mantenerse en refri-
geracion, previa prueba de esterilidad, que con-
siste en dejar las placas o tubos ya preparados a
temperatura ambiente para detectar cualquier cre-
cimiento en un lapso de 24 a 48 horas.

AGAR DEXTROSA SABOURAUD

Es un medio utilizado universalmente para el
aislamiento, identificacién y mantenimiento de la
gran mayoria de los hongos saprobios y patdgenos.

Comnposicion
Peptona especial 0g
Glucosa 20g
Agar-agar 158
Agua destilada 1000 ml

Preparacion

Disolver los ingredientes en el agua.
Dejar reposar durante 10 minutos.
Ajustar el pH a 5.6.

Esterilizar durante 15 minutos a 121 °C.

Para preparar el medio liquido, debe prescin-
dirse del agar.
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AGAR DEXTROSA SABOURAUD
CON ANTIBIOTICOS

Es un medio que se emplea para el aislamiento
de la mayoria de los hongos patégenos. La ciclo-
heximida inhibe el desarrollo de los hongos conta-
minantes y el cloranfenicol inhibe el crecimiento
de las bacterias.

Composicion

Peptona de soya 10g

Glucosa 10g

Agar-agar 158

Cloranfenicol 50 mg

Actidiona (cicloheximida) 400 mg

Agua destilada 1000 ml
Preparacion
* Disolver en el agua la peptona, la glucosa y el

agar.

* Ajustar el pH a 6.9.

* Dejar reposar 10 minutos.

* Esterilizar 15 minutos a 121 °C,

® Dejar enfriar a 50 °C aproximadamente.

* En ambiente estéril, agregar los antibidticos.

El medio liquido se prepara de la misma forma,

pero sin agar.

AGAR DixON MODIFICADO

Es un medio recomendado para el aislamiento
y la conservacién de especies de Malassezia.

Composicidn
Extracto de malta 36g
Peptona 6g
Bilis deshidratada de buey 20g
Tween 40 10 ml
Glicerol 2 ml
Acido oleico 2ml
Agar 12g
Agua desionizada 1000 ml
Preparacidn

Mezclar todos los componentes.
Ajustar el pH a 6.0.

Calentar hasta obtener un homogenado.
Esterilizar a 121 °C por 15 min.
Distribuir en cajas de Petri.

AGAR ACEITE DE OLIVA

Es un medio que se utiliza para el aislamiento
de las levaduras lipofilicas del género Malassezia

spp.

Composicidn
Agar Dextrosa Sabouraud 65g
Tween B0 2 ml
Aceite de oliva 2 ml
Vitamina A 10 gotas
Cloranfenicol 0.05g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

e Disolver el ADS en el agua y ponerlo en ebu-
llicién 5 minutos.

* Agregar el resto de ingredientes.

* Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

AGAR EXTRACTO DE LEVADURA=FOSFATO
CON AMONIACO

Es un medio que se utiliza para el aislamien-
to de Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp
y Blastomyces dermatitidis a partir de productos
bioldgicos.

Composicidn
Extracto de levadura lg
Amortiguador de fosfatos 2 ml
Agar 20g
Cloranfenicol 05g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

* Mezclar los ingredientes con el agua destila-
da y agitar.

* Poner en ebullicion, agitando con frecuencia.

* Depositar 18 ml en tubos con tapén de rosca.

® Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

* Ajustar el pH de 6.0 a temperatura ambiente.

Amortiguador de fosfatos
Composicidn
Na,HPO, 40g
KH,PO, 60 g
Agua destilada 400 ml
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Procedimiento

Disolver el fosfato de sodio en 300 ml de agua.
Agregar el fosfato de potasio.

Ajustar el pH a 6.0.

Aforar a 400 ml.

Empleo con amoniaco

* Vaciar el medio contenido en 2 tubos en una
caja de Petri en el momento de usarlo.

¢ Inocular 0.5 a 1.0 ml del espécimen en la su-
perficie del medio.

¢ Inmediatamente después de la inoculacidn,
agregar una gota de NH,OH (amoniaco) con-
centrado en la superficie del agar, permitien-
do su difusion.

El amoniaco a altas concentraciones inhibe el
crecimiento de hongos no patégenos.

AGAR TIOGLICOLATO

Es un medio que se usa para el aislamiento de
Actinomycetes anaerobios.

Composicion
Peptona 20g
L-cistina 0258
Glucosa 68
Cloruro de sodio 258
Tioglicolato de sodio 05g
Sulfito de sodio 0.1g
Agar 0.7g
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn
* Disolver los ingredientes.
* Ajustarel pH a 7.2.

* Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
* Almacenar a temperatura ambiente.

AGAR PAPA DEXTROSA

Composicidn

Infusion de papa 200 ml
Glucosa 10g
Agar 15g
Agua destilada, aforara 1000 ml
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Preparacicn

Pelar la papa y cortarla en pedazos finos.
Poner en ebullicién durante 30 minutos.
Filtrar a través de una gasa y medir 200 ml.
Afadir el agar vy la glucosa.

Disolver por calentamiento y aforar con el
agua a 1000 ml.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Envasar.

AGAR EXTRACTO DE SUELO
(AGAR TIERRA)

Es un medio que se recomienda para el mante-
nimiento de la forma micelial de B. dermatitidis y
H. capsulatum; ademds, favorece la formacioén de
cleistotecios de Ajellomyces dermatitidis. Es muy
util para el crecimiento de Chysosporium y para
estimular la conidiacion de otros hongos como los

dermatofitos.
Composicidn
Tierra de jardin 0¢g
Glucosa S5g
Extracto de levadura g
Agar 158
Agua destilada 1000 ml
Estreptomicina 30 mg
Ciprofloxacina 50 mg
Preparacidn

* Mezclar la tierra con el agua.
* Esterilizar a 121 °C durante 15 min.
e Filtrar a través de papel filtro mientras esté

caliente.

Reponer el volumen hasta 1000 ml.

Anadir los demds ingredientes, excepto los
antibidticos.

Ajustarel pH a 7.0.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Dejar enfriar a 50°C y agregar los antibiéti-
cos en ambiente estéril.

Envasar.

Acar Czapex-Dox

Es un medio que se usa para el aislamiento y
conservacion de algunos actinomicetos y se utiliza

booksmedicos.org


https://booksmedicos.org

154  cAP 9 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

también para la identificacién de Aspergillus spp
v Penicillium spp.

Preparacidn

Composicidn

Sacarosa 30g
Nitrato de sodio 2g
Fosfato dipotdsico lg
Sulfato de magnesio 058
Cloruro potasico 05g
Sulfato ferroso 10 mg
Agar 15g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

Disolver con calor todos los ingredientes.
Ponerlos en ebullicién durante 10 minutos.
Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.
Envasar.

AcAR DE GARROD

* Disolver la harina y la dextrosa en 800 ml de
agua.

* Calentar a ebullicién durante 30 minutos.

* Dejar sedimentar durante 3 horas.

* Recuperar el sobrenadante por decantacidn y
ajustar el pH a 6.7.

* Agregar el agar y homogeneizar.

* Aforar a 1000 ml.

* Distribuir en tubo (antes de esterilizar a
121 °C por 15 minutos) o en caja (después de
esterilizar).

AGAR-NIGER (STAIB-SEELIGER)

Se utiliza para la identificacion de Cryptococ-
cus spp v su aislamiento a partir de sustratos muy
contaminados. Las levaduras de Cryptococcus,
particularmente neoformans, adquieren un color
marrén oscuro al desarrollarse en este medio de
cultivo.

Se utiliza para aislar y conservar los actinomi-
cetos.

Composicidn
Extracto de carne 3g
Cloruro de sodio 5g
Peptona 10g
Almiddn soluble lg
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn

* Disolver todos los ingredientes en el agua.
* Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
* Envasar,

AGAR HARINA DE AMARANTO
(AMARANTHUS SP)

Es un medio 1til para favorecer la conidiacidn
de diversos hongos mitospdricos y también en
dermatofitos.

Composicidn
Harina de amaranto 25g
Dextrosa 10g
Agar l6g
Agua destilada 1000 ml

Compaosicion
Semilla de niger (Guizotia abyssinica) 50g
Glucosa lg
Fosfato de potasio dihidrogenado lg
Creatinina 1g
Penicilina 20 U/ml
Estreptomicina 40 mg/ml
Cloranfenicol 1 mg/ml
Difenil 100 mg/ml
Etanol 1 ml
Agar 15g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

® Pulverizar la semilla de niger.

* Ponerlaen ebullicion en agua destilada duran-
te 30 minutos.

® Filtrar a través de una gasa y aforar a 1000 ml.

Afadir y disolver la glucosa, el fosfato, la

creatinina y el agar.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Enfriar a 50°C.

Disolver en bafo Maria el difenil en etanol.

Afiadir el difenil al medio en ambiente estéril.

Anadir los antibidticos en ambiente estéril.

Homogeneizar.

Envasar.

® & & & % @ @
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AGAR StaiB

Se utiliza para diferenciar los clamidoconidios
producidos por Candida albicans (lnicos y esca-
sos 0 ausentes) de los de C. dubliniensis (en pares
0 en racimos y abundantes). Cuando se prepara
para aislados puros, no es necesario adicionar los
antibidticos.

Composicion
Semilla de niger (G. abyssinica) 50g
Glucosa lg
Fosfato de potasio dihidrogenado lg
Creatinina lg
Penicilina 20 U/ml
Estreptomicina 40 mg/ml
Agar 18 g
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn

* Pulverizar la semilla de niger.

* Hervirla en agua destilada durante 30 mi-
nutos.

* Filtrar a través de una gasa y reponer el volu-
men de agua perdido.

* Afadir y disolver la glucosa, el potasio, la
creatinina y el agar.

¢ Esterilizar a 121 °C durante 20 minutos.

* Dejar que baje la temperatura del medio a
50°C vy afadir los antibidticos en ambiente
estéril.

* Homogeneizar.

* Envasar.

AGAR CANAVANINA=GLICINA=AZUL
DE BROMOTIMOL

El medio se emplea para diferenciar C. neofor-
mans de C. gattii.

Composicion

Solucidn A

Glicina 10g
KH,PO, lg
Mg50, lg
Tiamina-HCl 1 mg
Sulfato de L-canavanina 30 mg
Agua destilada 100 ml

MEDIOS DEcuLTve 155
Disolver los ingredientes vy esterilizar por filtracion
(0.45 pm), pH = 5.6

Solucidn B

Azul de bromotimol
NaOH al 0.01 N
Agua destilada

04g
&4 ml
36 ml

Preparacidn

* Agar 20g
* Solucion B 20ml
* Agua destilada 880 ml

Procedimiento

* Mezclar y esterilizara 121 °C por 15 minutos.

¢ Enfriar a 50°C y agregar 100 ml de la solu-
cion A estéril.

* Mezclar muy bien y verter.

Después de la inoculacion, la lectura se realiza
alas 72 horas. C. neoformans var. neoformans no
cambia el color original del medio (amarillo), ni
hay desarrollo de la colonia. C. neoformans var.
gattii cambia el color del medio a azul cobalto y se
presenta crecimiento de la levadura.

AGAR DEXTROSA-LECHE-PURPURA
DE BROMOCRESOL

Es un medio que se utiliza para diferenciar T.
mentagrophytes de T. rubrum v de Microsporum
persicolor. También es util para obtener las carac-
teristicas comunes de otros dermatofitos y para
detectar contaminacidn.

Preparacion
Solucidn A
Agua destilada 1000 ml
Leche descremada en polvo
(marca Carnation) 80 g
Purpura de bromocresol
(sol. al 1.6 %) 2 ml

Disolver los ingredientes en un matraz de 2 [ y es-
terilizar en autoclave a 121 °C por 15 min,

Solucidn B
Glucosa 40 g
Apua destilada 200 ml
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Disolver y esterilizar en autoclave a 121 °C por 8 mi-
nutos.

Solucidn C
Agar 30g
Agua destilada 800 ml

Hacer la mezcla en un matraz de 3 { y dejarla
reposar por 15 minutos, esterilizar en autoclave
a 121°C por 15 minutos y después adicionar las
soluciones A y B a la solucidn C. Ajustar el pH
6.6 y distribuir el medio (lo mds frio posible) en
condiciones de esterilidad en tubos con tapdn de
rosca y mantenerlos inclinados.

Precauciones: no sustituir la leche por caseina.
Algunos autores sugieren un pH de 6.8, pero a 6.6
es mds evidente el cambio de pH.

La inoculacién debe hacerse colocando un frag-
mento de 1 mm?’ de la colonia que se va a estudiar en
el centro de la superficie del medio; dejar ligeramen-
te floja la tapa del tubo. Inocular como control un
tubo que contenga agar Sabouraud antibictico. Leer
alos 7, 10 y 14 dias y registrar los datos siguientes:

a) Comparar el crecimiento entre los dos me-
dios (parpura de bromocresol y Sabouraud
antibidtico].

b) Cambio de pH: alcalinidad (color pirpura),
acidez (color amarillo); sin cambio respec-
to a un tubo sin inocular; puede observarse
hidrdlisis (zona transparente en la periferia
o reverso de la colonia). T. mentagrophytes
alcaliniza el medio y, en consecuencia, en su
cultivo se observa un color ptrpura; en T.
rubrum no hay cambio hasta los 14 dias.

c) Produccién de pigmento: rojo en el caso de
T. rubrum.

AGAR EXTRACTO DE MALTA

Es un medio que se conserva estable por varias
semanas y es 1til para el aislamiento y caracteriza-
cién morfolégica de la mayoria de hongos filamen-
tosos, particularmente de Aspergillus fumigatus.

Composicidn
Extracto de malta 20g
Peptona lg
Dextrosa 20g
Agar 208
Agua destilada 1000 ml

Preparacion

Mezclarlosingredientes (exceptoladexirosa).
Calentar hasta ebullicién.

Afadir la dextrosa y homogeneizar.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Distribuir en cajas de Petri o en tubos.

& & ® 8 @

AGAR EXTRACTO DE
LEVADURA

Se utiliza para inducir la conidiacién y reducir
el crecimiento vegetativo.

Composicion
Extracto de levadura 15g
Agar 20g
Agua destilada 1100 ml

Preparacion

= Disolver el extracto de levadura en 100 ml de
agua.

Esterilizar por filtracién.

Disolver el agar en 1000 ml de agua.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Enfriar a 45°C.

Afadir 6 ml de la solucién de extracto de le-
vadura. El resto de la solucion inicial se guar-
da en el refrigerador para su uso posterior.
* Envasar.

AGAR BORELLI

Se utiliza para favorecer la conidiacién y pro-
duccidn de pigmento de los dermatofitos, particu-
larmente de M. canis.

Composicidn
Harina de arroz o de trigo l14g
Leche descremada en polvo l4g
Miel de abeja 7B
Agar 14 g

Agua destilada 1000 ml

Preparacicn

* Disolver en el agua los ingredientes.
* Esterilizar a 110°C durante 10 minutos.
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AGAR ASCOSPORA

Se utiliza para inducir la formacién de ascas y

ascosporas de Saccharomyces cerevisiae.

Composicidn

Acetato de potasio 10g

Extracto de levadura 25¢g

Dextrosa lg

Agar 0g

Agua destilada 1000 ml
Preparacion
* Mezclar y homogeneizar los ingredientes.
* Ponerlos en ebullicién durante 1 minuto.
* Ajustar el pH a 6.5.
» Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
* Envasar.

VIepio e GORODKOWA

Se usa para obtener ascas y ascosporas de Sac-
haromyces cerevisiae.

Composicion
Glucosa 0.lg
Peptona 1.0g
Cloruro de sodio 05g
Agar 1.5¢g
Agua destilada 100 ml

Preparacion

* Mezclar los ingredientes.

* Poner la mezcla en ebullicién durante 5 mi-
nutos.

* Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

AGAR ALFACEL

Se usa para la obtencion de cleistotecios de Aje-

llomyces capsulatus.

Composicidn
Alfacel (celulosa) 20g
Mgso, lg
KH;PO.‘ 1.5 B
NaNO, lg
Extracto de levadura 05g
Agar 20g

Agua destilada 1000 ml
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Preparacion

* Disolver por calentamiento todos los ingre-
dientes.

* AjustarelpHa5.7.

* Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

* Envasar.

AGAR AVENA=JITOMATE

Se utiliza para obtener ascosporas de Arthroder-

ma spp.
Composicion
Harina de avena para bebé 10g
Puré de jitomate 10g
MgS0,-7H,0 lg
NENO; lg
Agar 18 g
Agua destilada 1000 ml
Preparacion

* Disolver por calentamiento los ingredientes
en el agua.

= Ajustar el pH a 5.6.

e Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

* Envasar.

AGAR CEREAL

Se utiliza para la produccidn de ascocarpos de

los hongos Gymnoascaceae.,

Composicidn
Cereal mixto precocido 10g
Fosfato dipotdsico 1.5g
Sulfato de magnesio g
Nitrato de sodio 18
Agar 188
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn

* Disolver en el agua los componentes con
calor.

* Ajustarel pH a 5.6.

® Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

¢ Envasar.
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MEDpI0O DE GIS

Se usa para obtener la fase sexual de Saccha-
romyces cerevisiae y permite diferenciarlo de otras
levaduras no ascosporadas.

Acar TricHopHYTON (1-7)

Se utiliza para diferenciar los dermatofitos de
acuerdo con sus necesidades vitaminicas (véase
cuadro 3.1).

Procedimiento Composicidn
®* En un tubo de ensayo de 15 X 150, colocar ALl LT;T:,?‘:S.?;S; EBRERA
un fragmento de gi's cortado por su eje longi- Hidrolizado de caselna
tudinal en forma diagonal. . libre de vitaminas 258
¢ Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Glucosa d0g
* Agregar 3 ml de agua destilada estéril. Sulfato de magnesio
# Inocular en el centro de la parte plana la leva- (Mgso0,) 0.1g
dura por estudiar. Fosfato de porasio
® Incubar a temperatura ambiente durante 5 a (KH,PO,) 1.8g
8 dias. Se toma una muestra del cultivo y se Agar 158
tifie con la técnica para ascosporas. 3 Agua destilada 1000 ml
Agar 1 con 50 mg de inositol
Agar 3
MEDIO DE PRUEBA PARA DERMATOFITOS Agar 1 con 50 mg de inositol
(DTM, DERMATOPHYTE TEST MEDIUM) 200 pg de tiamina
Agar 4
Se utiliza como medio selectivo para el aisla- Agar 1 con 200 pg de tiamina
miento de dermatofitos a partir de muestras muy Agar 5 ; 2 .
contaminadas con bacterias u otros hongos. El Agar 1 con m::f",gfcg“do
indicador de pH permite identificar fdcilmente a Agar 6 (medio base de nitrato
los dermatofitos, pues por el desarrollo de éstos de amonio sin
cambia el color amarillo del medio a rojo, debido vitaminas)
a la degradacion de la fitona y a la liberacion de Nitrato de amonio
compuestos alcalinos. (NH,NO,) 15¢g
Glucosa a0 g
Composicion Sulfato de magnesio
ADS con antibidticos g (MgS0.) . g
: Fosfato de potasio
Agua destilada 1000 ml (KH,PO,) 1.8
Solucién de rojo de fenol al 0.5 % 40 ml e . g
HCI0.8 N 6ml Agua destilada 1000 ml
NaOH 0.1 N 15 ml - 30 de HCl
Agua destilada c.n.p 100 ml nE g
B a1 Agar 6 con histidina
Preparacion
Preparacion

* Preparar ADS con antibidticos.

* Afadir a la mezcla del ADS 40 ml de rojo de
fenol.

Homogeneizar y adicionar el HCIL.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Envasar,

¢ Disolver por calentamiento los ingredientes
del medio seleccionado.

* Poner en ebullicién durante 1 minuto.

* Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Estos medios se encuentran disponibles en el
mercado.
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DETECCION DE PERFORACION DEL PELO

Se usa para diferenciar algunos dermatofitos
que tienen la capacidad de producir 6rganos per-
forantes.

Composicidn
Solucion de extracto de levadura al 10 % 3 ml
Agua destilada 20 ml
Cabellos de nifio prepuiber cortados
en fragmentos esterilizados 1 cm

Procedimiento

* Mezclar la solucién de extracto de levadura
con el agua.

* Verter 2 ml de solucién en cada tubo.

* Agregar de 5 a 10 cabellos por tubo.

® [nocular los cabellos con el hongo por estu-
diar.

* Incubar durante cuatro semanas a tempera-
tura ambiente.

* QObservar los pelos aclarados con KOH o con
azul de algodén.

AGAR Bicey

Se emplea para identificar colonias de Candida
spp y otras levaduras, las cuales toman una co-
loracién que varia del marrén al negro brillante.
Inhibe el desarrollo de muchas bacterias y hongos
contaminantes.

Composicion
Glucosa 10g
Extracto de levadura 18
Glicina 10g
Citrato de bismuto amdnico SE
Sulfito de sodio 3g
Cloranfenicol 05g
Agar 20¢g
Agua destilada 1000 ml

Preparacion

¢ Disolver en el agua todos los ingredientes.
® Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

159

AGAR HARINA DE MAIZ

Se utiliza para la produccién de seudohifas e
hifas de algunas especies de Candida y para la pro-
duccion de clamidoconidios de C. albicans y de C.
dubliniensis.

Composicidn

Harina de maiz 28
15g
15 ml

1000 ml

Tween 80
Agua destilada

Preparacion

* Disolver la harina de maiz en el agua desti-
lada.

Dejar reposar a temperatura ambiente duran-
te 15 minutos.

Filtrar con papel filtro.

Anadir el agar.

Anadir el Tween 80.

Aforar a 1000 ml.

Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.

AGAR HARINA DE ARROZ-TWEEN 80

Favorece la produccién de clamidoconidios de
C. albicans y de C. dubliniensis.

Compoasicidn
Harina de arroz 10g
Tween 80 10 ml
Agar 10g
Agua destilada 1000 ml
Preparacicn
* Hervir durante 30 segundos la harina de
arroz.
® Filtrar a través de gasa y reconstruir el vo-
lumen.
* Agregar el agar y disolver.
* Agregar el Tween 80.
* Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.
L]

Dejar reposar toda la noche en bafio Maria a
60°C.

Decantar la porcién clara vy filtrar a través de
una gasa.

* Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.

* Envasar.
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Micosis
Dermatofitosis

Pitiriasis versicolor y/o
dermatitis seborreica

Tifa negra

Esporotricosis
|

- Cromoblastomicosis

i
|
[
! Actinomicetoma
|

| Eumicetoma

|

| Histoplasmosis

Agente etioldgico

Trichophyton spp
Microsporum spp

Malassezia spp

Exophiala werneckii
Sporothrix schenkii

Fonsecaea pedrosoi
F. compacta

Wangiella l dermatitidis
bantiana

Phialophora verrucosa,

Cladophialophora
carrioni

Nocardia brasiliensis,

N. asteroides,

Actinomadura madurae

Madurella mycetomatis

Acremonium kiliense

Scedosporium
aplospenmurm

Histoplasma capsulatum

Cuadro 9.1. Inoculacién en animales.

Modelo Via de
experimental  inoculacidn
Cobayo Cutdnea’
Conejo
Cobayo Cuténea'
Cobayo Cutdnea'
Cobayo Intratesticular
Ratdn
Rata Subcutdnea
Hamster intraperitoneal
Ratdn Intracutdnea

Intravenosa
Himster Subcutdnea
Cobayo
Ratdn
Ratén
Ratdn Intraperitoneal

Concentracidn de
indculo

500 mg del dermatofito
en 2-3 ml y con tela
adhesiva

500 mg de agente

etioldgico en 1 g de
vaselina

1% 10°

0.5 ml de suspensidn
micelial a la turbidez
del tubo mim. 1
McFarland

Tiempo de
incubacidn y/o

15-20 dias

3-5 dias

10 dias

20-30 dias

15-30 dias

15-30 dias

7-28 dias

Ormgano blanco

Piel

Piel

Piel
Testiculo

Todos los 6rganos del
abdomen

Piel

Organos diversos
incluido el sistema
nervioso central

Cerebro

Organos diversos

Piel y tejido subcutdneo

Piel y tejido subcutineo

Bazo
Higado
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- Coccidioidomicosis

Blastomicosis

Paracoccidioidomicosis

Candidosis

| Criptococosis

Aspergilosis

Coccidivides immitis

Blastomyces dermatitidis

Paracoccidioides
brasiliensis

Candida albicans®

Candida tropicalis’®
Cryptococeus neoformans

Aspergillus fumigatus*

'"Previo rasurado y escarificacién de la piel.

*Todas las cepas de C. albicans son patdgenas.

*Sdlo 50 % de las cepas de C. tropicalis son patdgenas.
Otras especies de Candida no son patdgenas en las mismas condiciones de experimentacion.
*Otras especies de Aspergillus tienen virulencia débil o nula
“La reduccion de dosis infectantes para estudios terapéuticos ha fallado, pues los animales control mueren y los sobrevivientes se recuperan y aparentemente desarrollan inmunidad.

Ratdn
Cobayo
Hdmster

Cobayo
Hamster

Ratén

Hdmster

Conejo

Ratdn y rata
Conejo

Ratdn

Aves jovenes
0 recién
nacidas

Paloma

Conejo

Ratén

Intravenosa

Intratesticular

Intratesticular

Intravenosa

Intragdstrica
Intravenosa
Intravenosa

Intravenosa

Intraperitoneal
Intracraneal
Expuestas a

inhalacion
Intravenosa

Intravenosa

Intravenosa

1.0 ml de suspension
micelial a la turbidez
del tubo nim. 1
McFarland

0.5 ml de suspension
micelial a la turbidez
del tubo nim. 1
McFarland

2 gotas de suspensién
micelial a la turbidez

del tubo nim. 1
McFarland

0.5 ml de suspensién
micelial a la turbidez
del tubo nim. 1
McFarland

w/w

Dosis muy alta

w/w

1 x 10t
5 x 10°en 0.3 ml

Muchos conidios en
lugares cerrados

Pocos conidios

No determinado

7-28 dias

7-28 dias

15-30 dias

3-7 dias

3-7 dias

A partir del
décimo dia

8-30 dias
3-5 dias

3-7 dias

3-5 dias

Muerte siibita

Pulmones, ganglios
linfaticos

Pulmén

Testiculo

Testiculo

Pulmones, rifiones,
meninges, corazon

Tubo digestivo

Rifién, meninges,
corazén

Cerebro, pulmén, liquido
peritoneal, higado

Sacos aéreos

Varios drganos, incluido
miisculo cardiaco

Varios drganos
principalmente rifién

Rifidn
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AGAR PAPA-ZANAHORIA-BILIS

Es un medio particularmente favorable para la
obtencién de clamidoconidios de C. albicans.

Composicion
Pulpa de zanahoria 20g
Pulpa de papa 20g
Agar 20g
Bilis fresca de buey 150 ml
Agua destilada 1000 ml

Preparacion

® Macerar las pulpas durante una hora.

* Poner la mezcla en ebullicién durante cinco
minutos.

# Filtrar a través de papel filtro y reponer el vo-
lumen.

* Afiadir el agar y fundirlo.

® Afadir la bilis de buey.

* Esterilizar a 120 °C durante 15 minutos.

MEDIOS CROMOGENOS

Diversos medios cromégenos han salido al mer-
cado, cuyo objetivo es diferenciar de forma rapida
y confiable algunas de las especies mds comunes
de Candida asociadas a patologia. Son medios que
pueden ser utilizados desde el primoaislamiento y
favorecen la deteccién de mezcla de especies. El
color diferente de las colonias indica o sugiere la
especie o especies en estudio. Ejemplo de esto es
el medio CHROMagar-Candida™ que diferencia a
C. albicans de C. dubliniensis; la primera forma
colonias lisas verde claro y la segunda colonias
rugosas verde oscuro. Otros medios similares son
CAND2 vy Candiselect4. Estos medios se encuen-
tran disponibles en el mercado.

FILAMENTACION EN SUERO

Se usa para diferenciar a C. albicans y C. dubli-
niensis de otras especies, va que éstas forman
tubos germinativos en dos a tres horas en las
condiciones indicadas. Después de este tiempo,
potencialmente cualguier especie puede formar
tubos germinativos aunque mds rudimentarios y
en menor nimero.

Composicidn

Suero humano o de conejo 1 ml

Procedimiento

* En un tubo estéril colocar el suero y una asa-
da de levaduras.

¢ Incubar a 37 °C durante tres horas.

* Tomar una gota de suero y observar al mi-
croscopio.

AGAR CASEINA

Se utiliza para diferenciar a Nocardia brasilien-
sis de otras especies de Nocardia, con base en la
capacidad de hidrolizar la caseina. El resultado de
las pruebas bioquimicas para determinar la espe-
cie de actinomiceto en estudio debe ser compara-
do con las tablas disponibles (véase Micetomas en
cap. 4).

Composicidn

Leche descremada en polvo 10g
Agar 2g
Agua destilada estéril 200 ml

Preparacidn

¢ Disolver la leche en 100 ml de agua, agregan-
dola poco a poco para evitar la formacién de
grumos.

Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Disolver el agar en 100 ml de agua.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Enfriar ambas soluciones a 48 °C, mezclar y
homogeneizar.

» Envasar.

PRUEBA DE CRECIMIENTO EN GELATINA

Se utiliza para diferenciar a N. brasiliensis (que
crece en este vehiculo) de otras especies de No-
cardia.

Composicidn

Gelatina 4g
Agua destilada 1000 ml
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Preparacidn

* Disolver la gelatina por ebullicién durante 5
segundos.

® Ajustarel pHa 7.0.

» Esterilizar a 121 °C durante 10 minutos.

* Envasar.

PRUEBA DE HIDROLISIS DE GELATINA

Se utiliza para demostrar la actividad proteolitica
de algunas especies de hongos y de Actinomycetes
causantes de micetoma y cromoblastomicosis.

Composicion
Gelatina 10g
Caldo de infusién-corazén 258
Agua destilada 100 ml

Preparacion

® Disolver los ingredientes por calentamiento
en el agua.

* Dejar la ebullicién durante dos minutos.

* Ajustarel pHa7.2.

¢ Esterilizar a 15 libras de presién durante 10
minutos.

DETECCION DE UREASA

Se usa para poner de manifiesto la produccion
de ureasa por los géneros Trichophyton, Crypto-
coccus y Nocardia. La reaccién se hace evidente
por el cambio de color del medio hacia el ma-
genta.

Composicion
Base de agar urea 248
Agua destilada 1000 ml
Urea 40¢g

Preparacicn

¢ Disolver la base de agar urea en 950 ml de
agua destilada y esterilizar por filtracién. De-
jar reposar 2 minutos.

* Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

¢ Dejar enfriar a 50°C y agregar 50 ml de urea
al 40 % en ambiente estéril.
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AGAR TIROSINA
Es util para diferenciar las especies de Actino-
mycetes.
Composicidn
Agar nutritivo 23g
Tirosina 5g
Agua destilada 1000 ml
Preparacion

* Disolver el agar por calentamiento en 900 ml
de agua.

* Dejar enfriar a 55°C.

* Disolver la tirosina en 100 ml de agua a tem-
peratura ambiente.

¢ Mezclar la suspensién de agar con la solucién
de tirosina, teniendo especial cuidado de que
los cristales de tirosina estén distribuidos de
manera homogénea.

* Esterilizar la mezcla a 121 °C durante 15 mi-
nutos.

* El pH final debe ser de 6.9 a 7.1.

* Envasar.
AGAR XANTINA
Se usa para diferenciar las especies de Actino-
mycetes.
Composicidn
Agar nutritivo 23g
Xantina 4g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

* Disolver el agar por calentamiento en 900 ml
de agua.

® Dejar enfriar a 55 °C.

¢ Disolver la xantina en 100 ml de agua a tem-
peratura ambiente.

* Mezclar la suspensidn de agar con la solucién
de xantina, asegurandose de que los cristales
de xantina estén distribuidos de manera ho-
mogénea.

e Esterilizar la mezcla a 121 °C durante 15 mi-
nutos.

® Ajustar el pH entre 6.9 a 7.1.

* Envasar.
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MEDIO DE LECHE TORNASOLADA

Se utiliza para diferenciar los géneros y espe-
cies de Actinomycetes anaerobios.

Composicion
Leche en polvo 100 g
Tornasol 5g
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn

» Disolver los ingredientes en el agua.

* Esterilizar 1a mezcla a 121 °C durante 15 mi-
nutos.

* Envasar.

El color rosa del tornasol indica una reaccién
dcida causada por la fermentacion de la lactosa.
Un color parpura o azul (alcalinidad) indica no
fermentacion. Un color blanco indica reduccién y
aparece cuando el tornasol sirve como receptor de
electrones.

La formacién de grumos (coagulacion) es cau-
sada por la precipitacion de la caseina originada
por el dcido que, a su vez, es producido a partir
de la lactosa. La coagulacién también puede ser
causada por la conversion de la caseina en paraca-
sefna por la enzima renina.

La disolucién de los grumos indica digestion
enzimatica de las proteinas de la leche.

AGAR INFUSION=CEREBRO-CORAZON

Este es un medio enriquecido y 1til para el cre-
cimiento de organismos exigentes. En este medio
también se favorece la conversion de las fases
miceliales de algunos hongos dimérficos (como
Sporothrix e Histoplasma) en fases parasitarias si
se incuban a 37 °C; frecuentemente se requieren
resiembras repetidas para acercarse a 100 % de
transformacion.

Composicidn
Agar infusion-cerebro-corazén 52g
Agua destilada 1000 ml
Preparacidn

* Mezclar el medio deshidratado con el agua
destilada.

* Calentar con agitacion frecuente y poner en
ebullicién por un minuto.

e Vaciar 8 ml del medio en tubos de tapén de
rosca.

» Esterilizar la mezcla a 121 °C durante 15 mi-
nutos.

MEDIO DE CONVERSE

Se emplea para obtener las formas parasita-
rias (esférulas con endosporas) de Coccidioides

Spp.

Composicion
Glucosa 1 M 22 ml
Acetato de amonio 1 M 16 mi
Fosfato monopotdsico 1 M 3.75 ml

Fosfato dipotdsico 1 M 3ml

Sulfato de magnesio 1 M 1.6 ml
Sulfato de cinc 0.01 M 1.24 ml
Cloruro de sodio 0.01 M 24 ml
Bicarbonato de sodio 0.01 M 14 ml

Cloruro de calcio 0.01 M 2 ml
Agua destilada q.b.p. 1000 ml

Preparacidn

* Mezclar todos los ingredientes y aforar con
agua a 1000 ml.

* Llenar los tubos con 10 ml del medio.

¢ Esterilizar la mezcla a 121 °C durante 15 mi-
nutos.

* Ajustar el pHa 6.5.

MEDIO PARA OBTENER CELULAS FUMAGOIDES

Se utiliza para obtener in vitro las células fuma-
goides a partir de hongos causales de cromoblas-
tomicosis.

Composicidn
Dextrosa 28
Peptona 1 mg
Agua destilada estéril 100 ml

Preparacion

* Mezclar y homogeneizar los ingredientes an-
teriores (caldo dextrosa Sabouraud).

® Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

* Ajustarel pHa 2.5.

* Los cultivos deben ser incubados a 37 °C.
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MEDIO PARA OBTENCION DE LEVADURAS

DE SPOROTHRIX SPP

Composicidn

KH,PO, 091g
Na,HPO,-12H,0 2.38g
Mg50,-7H,0 0.60 g
KCl lg
Arginina lg
Tiamina 1x107%g
Biotina 1x107%g
Glucosa 20g
Agua destilada 1000 ml
Solucidn de Berthelot 20 gotas

Preparacidn de la solucidn de Berthelot

Composicidn
Fe(S0,)3-9H,0 50g
MnS0,-7H,0 2g
C3504-2H10 DSDg
NiCl;-6H,0 0.05g
CacCl;-6H,0 0.05g
TiSO,-4H,0 0.20g
Zn50,-4H,0 0.10g
CusCy-5H,0 0.05g
G1504'4H10 D. 10 g
H;BO; 0.05g
H,S0, 1 ml
H,O 1000 ml

Se deben mezclar y homogeneizar todos los
componentes y filtrar en equipo millipore.

Preparacion

nutos.

Disolver los ingredientes de uno en uno.
* Ajustar el pH a 6.8.
Esterilizar el medio a 121 °C durante 15 mi-

Inocular el medio e incubar a 37 °C.

PREPARACION DE LEVADURAS PARA

PRUEBAS BIOQUIMICAS

PURIFICACION DE LEVADURAS DE

CONTAMINANTES BACTERIANOS

Habitualmente las bacterias son labiles a pH
dcido, a diferencia de las levaduras, que son resis-
tentes; esta caracteristica es 1itil para separar estos

grupos de organismos.
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Procedimiento

Inocular cuatro tubos que contengan medio
de Sabouraud liquido con una porcién del
cultivo por purificar.

Agregar 1, 2, 3 v 4 gotas de HCI 1IN a cada
tubo, respectivamente.

Incubar a 37 °C durante 24 horas.

Generalmente los tubos que contienen dos y tres
gotas de Acido se encuentran libres de bacterias.

SEPARACION DE MEZCLAS DE LEVADURAS

Procedimiento 1

Inocular tubos que contengan medio de Sa-
bouraud liquido con el cultivo por purificar.
Incubar a 37 °C durante 24 horas.

Agitar el tubo y sembrar una gota de la sus-
pensién en estria abierta en una caja que
contenga agar gelosa sangre.

Incubar a 37 °C durante 24 horas.
Resembrar en agar dextrosa Sabouraud cada
una de las colonias que se desarrollen.

Procedimiento 2

Depositar una porcion del cultivo de las leva-
duras por separar en 5 ml de agua destilada
estéril (tubo 0).

Preparar cinco tubos con 4.9 ml de agua des-
tilada estéril y numerarlos del 1 al 5.

Pasar 0.1 ml de la suspension del tubo 0 al
tubo 1 y agitar.

Pasar 0.1 ml de la suspensidn del tubo 1 al
tubo 2 y agitar.

Repetir el procedimiento hasta el tubo 5 para
obtener una dilucién final de 1: 250 000.
Sembrar una gota de la suspension de cada
tubo en una caja que contenga agar dextrosa
Sabouraud en estria abierta.

* Incubar a 37 °C durante 24 horas.
* Resembrar cada una de las colonias aisladas

que se desarrollen.

PREPARACION DE LEVADURAS
PARA AUXANOGRAMA

Resembrar el cultivo en estudio, en tubos con
gelosa simple (medio libre de azicares) du-
rante tres generaciones.
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* Incubar cada generacién a 37 °C durante 24
horas.

* Agregar 4.5 ml de solucién salina estéril a cada
uno de los tubos de la tercera generacion.
Esta suspensidn constituye el indculo para el
auxanograma.

MEDIOS PARA AUXANOGRAMA

AUXANOGRAMA DEL CARBONO
EN PLACA

Medio base. Se utiliza como sostén de los dis-
cos de aziicares y para observar el crecimiento de
las levaduras para su posterior identificacién.

Composicidn
Extracto de levadura  0.67 g
Agar noble 20g
Agua destilada 1000 ml

Preparacidn

Disolver los ingredientes en el agua.

Poner en ebullicién suave durante un minuto.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.
Guardar en refrigeracién a 4°C.

Discos DE AZUCARES PARA EL
AUXANOGRAMA DE CARBONO

Materiales

¢ Discos de papel filtro estériles de 5 mm de
didmetro.

* Azicares (glucosa, lactosa, maltosa, sacaro-
sa, rafinosa y galactosa), 20 g de cada uno.

* Agua destilada, 100 ml por azicar.

Procedimiento

* Disolver cada tipo de aziicar en 100 ml de
agua.

¢ Esterilizar por filtracién.

* Sumergir los discos en las distintas solucio-
nes de aziicares durante 24 horas.

* Colocar los discos de papel en una caja de
Petri y ponerlos en la estufa a 37 °C durante
24 horas.

* Guardar los discos en un frasco estéril de
boca ancha.

Existen en el mercado diversos métodos manua-
les y automatizados que evaliian cada vez un na-
mero mayor de carbohidratos ttiles para la identi-
ficacion de levaduras.

COLECCION Y CONSERVACION
DE CULTIVOS

La coleccién de cultivos en un laboratorio de
micologia es una herramienta valiosa y perma-
nente para el micélogo. En ella se conservan los
aislamientos clinicos, ambientales, de referencia,
atipicos, de importancia epidemiolégica y todos
aquellos que representen la historia micoldgica de
la infeccién de un paciente. Todos ellos son titiles
también en la investigacién y en la ensefianza. El
valor de la coleccién depende de la calidad v la
exactitud en la clasificacién de los aislamientos
que en ella se conservan.

REGISTRO DE CuLTIVOS

Para mantener un sistema uniforme de registro,
toda la recopilacién de informacién debe hacerse
de forma idéntica, de preferencia en una libreta o
computadora destinada exclusivamente para ello.
Todo nimero debe asignarse solamente una vez.
La informacién minima que debe contener el re-
gistro de cada cepa se sugiere a continuacién:

* Nimero de ingreso, nombre del hongo y fe-
cha de ingreso a la coleccidn.

* Cudndo, dénde y por quién fue aislado el hon-
go. Para los aislamientos clinicos es 1til un
resumen clinico.

* Fecha y autor que envia el aislamiento.

¢ Clasificacidn taxondmica actualizada del hon-
go. La clasificacién puede o no ser correcta.

* Asignar un nimero y clave de coleccion.

La informacién anterior puede ampliarse o mo-
dificarse de acuerdo con las necesidades de cada
laboratorio. De igual manera, el sistema de archivo
puede variar desde simples tarjetas o carpetas has-
ta los modernos y \tiles archivos computarizados;
puede ser también un sistema combinado, sobre
todo en los casos de aislamiento clinico en que se
incluyan radiografias, tomografias, fotografias de
lesiones, esquemas, ademads del resumen clinico y

~ datos de laboratorio.
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RECEPCION DE NUEVOS AISLAMIENTOS

Al recibirse un nuevo aislamiento para integrar-
se a la coleccién, deben seguirse los pasos que se
presentan a continuacion:

1. Vaciar inmediatamente los datos del aisla-
miento en la libreta de ingresos. Escribir el nom-
bre del hongo con ldpiz hasta que se confirme su
identidad. Si falta algiin dato importante del aisla-
miento, solicitarlo a quien lo envia.

2. Realizar un examen directo y las pruebas
bioquimicas necesarias para asegurarse de que el
cultivo estd clasificado adecuadamente.

3. Depositar el cultivo original en una placa de
agar papa-dextrosa (APD) para asegurarse de que
el cultivo estd puro.

4. Una vez que se ha confirmado la pureza e
identidad, asignar al cultivo un mimero de ingreso
y marcar todos los tubos y placas con el mismo
nimero.

5. De la placa con APD inoculada, preparar un
examen directo permanente, marcado con el ni-
mero de ingreso para depositarlo en la coleccién
de cultivos.

6. De la placa con APD inoculada, preparar cin-
co subcultivos en APD.

7. Revisar los cultivos a intervalos de siete dias
hasta que se observe una buena conidiacién y/o
esporulacion.

Los cinco subcultivos se conservan y se distri-
buyen de la forma siguiente:

* Con un subcultivo preparar una suspension
con agua y almacenarla.

* Colocar dos subcultivos en nitrégeno li-
quido.

® Cubrir dos subcultivos con aceite mineral es-
téril y almacenarlos.

RECUPERACION DE
LOS CULTIVOS LIOFILIZADOS

En ocasiones, los laboratorios reciben cultivos
liofilizados. Estos cultivos pueden estar en frascos
simples o dobles (uno dentro del otro), dependien-
do de quién hace el envio. Los cultivos se prepa-
ran en leche descremada, suero humano o algin
otro medio y después se liofilizan. Para la recupe-
racién del cultivo, hay que apegarse a los pasos
siguientes:
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1. Tener listo un caldo nutritivo, como caldo
dextrosa Sabouraud o agua destilada estéril para
reconstituir el material liofilizado y medio de
cultivo como agar dextrosa Sabouraud y pipetas
Pasteur.

2. Con un filo metdlico triangular, hacer una
muesca en el tubo que contiene el material liofi-
lizado. Asegurarse de dejar suficiente espacio en
los extremos del tubo para que se pueda manejar
con seguridad.

3. Limpiar el exterior del tubo con una gasa hu-
medecida con alcohol al 70 %.

4. Sosteniendo el tubo con la gasa humedecida
con alcohol, romper el tubo en dos partes a nivel
de la muesca.

5. En condiciones asépticas, colocar con la pi-
peta Pasteur unas gotas de caldo o agua destilada
en el tubo que contiene el material liofilizado.

6. Permita que se suspendan todas las particu-
las en el caldo o agua. Esto puede requerir de 15
a 20 minutos.

7. Con la pipeta Pasteur, se extrae todo el ma-
terial reconstituido y se deposita en una placa de
agar nutritivo. El material también se puede de-
positar en caldo en vez de agar. Las dos técnicas
son buenas.

Cuando los aislamientos se obtienen de un ma-
terial liofilizado, el hongo tarda aproximadamente
el doble de tiempo normal para su desarrollo.

TECNICAS DE CONSERVACION

Los métodos de conservacion de cultivos mads
comunes incluyen la técnica de capa de aceite mi-
neral estéril, la liofilizacion, el cultivo en agua y la
congelacion, conservacion en refrigeracion y con-
servacion permanente en tubos sellados.

TECNICA DE CONSERVACION EN AGUA

Probablemente esta sea la técnica mas simple
para mantener los aislamientos fiingicos; la ma-
yoria de los aislamientos se mantienen viables du-
rante cinco afios.

limi

* En condiciones asépticas, agregar 2 ml de
agua destilada estéril a un tubo con cultivo
altamente esporulado crecido en APD.
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TECNICA DE CUBIERTA DE
ACEITE MINERAL ESTERIL

Procedimiento

* En condiciones asépticas, se vierte aceite mi-
neral estéril en un cultivo con abundante co-
nidiacién, previamente crecido en APD.

¢ El aceite debe cubrir todo el cultivo, de tal
manera que el nivel quede a 1 cm por debajo
del borde del tapén de rosca; de lo contrario,
serd dificil el manejo del hongo en una fecha
posterior.

* Cerrar el tubo y conservarlo a temperatura
ambiente.

Procedimiento para la preparacicn
de subcultivos

® Limpiar el cuello y el tapén del tubo con al-
cohol al 70 %.

® Abrir el tubo, flamear la boca del mismo v
extraer un fragmento de la colonia con una
asa micoldgica.

¢ Evite extraer filamentos que se encuentren
flotando en el aceite, pues éstos generalmen-
te dan como resultado subcultivos negativos.

® Retirar todo el aceite mineral posible del
indculo, tapar el tubo nuevamente y volver a
almacenarlo.

» Transferir el indculo a un tubo con caldo dex-
trosa Sabouraud.

® Incubar a 30°C hasta que aparezca creci-
miento.

* Subcultivar en tubos con APD.

® Hacer una preparacién en fresco para com-
probar la identidad del hongo.

TECNICA DE CONSERVACION
PERMANENTE DE CULTIVOS

Esta técnica es (itil sobre todo para la ensefian-
za de la morfologia macroscépica de los hongos,
ya que permite la conservacién permanente de las
colonias crecidas en agar.

Procedimiento

* Cultivar el hongo que se va a conservar en tu-
bos con APD, hasta la madurez del cultivo.
¢ El tubo debe tener tapén de algodén.
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* Impregnar totalmente el tapén de algodén
con formalina al 10 % (sin destapar el tubo)
y mantenerlo asi durante tres dias.

¢ Introducir el tapén del algodén hacia el in-
terior del tubo de tal manera que quede un
espacio de aproximadamente 1 cm entre el
tapon y el borde del tubo.

* Colocar una capa de vaselina-parafina al 50 %
(VAS-PAR) de aproximadamente 0.5 cm de
espesor sobre el tapon de algodon y permitir
que se solidifique.

* Agregar una capa de resina sintética sobre
la capa de VAS-PAR hasta el borde del tubo.
Mantener el tubo en posicién vertical hasta
que seque completamente la resina.

* Conservar el tubo a temperatura ambiente.

RECUPERACION DE CULTIVOS
APARENTEMENTE NO VIABLES

Los cultivos que parecen no ser ya viables pue-
den reactivarse ocasionalmente. Se pueden inten-
tar varias técnicas antes de considerar que los cul-
tivos estdn muertos.

Procedimiento para intentar reactivar cultivos
con caldo

* En condiciones asépticas, agregarde 2 a 3 ml
de caldo dextrosa Sabouraud a un tubo del
cultivo con un aislamiento aparentemente no
viable.

® Incubar el cultivo a 30 °C y revisarlo periédi-
camente para observar cualquier crecimiento
nuevo.

®* Con un asa micoldgica transferir el nuevo
crecimiento a un tubo que contenga APD con
extracto de levadura al 1 %.

* Sinohay crecimiento después de tres o cuatro
semanas, desechar el cultivo y anotar el re-
sultado en la libreta de coleccién de cultivos.

Procedimiento para intentar reactivar cultivos
con capas de agar

* En condiciones asépticas, con una pipeta se
depositan de 2 a 3 ml de agar dextrosa Sa-
bouraud fundido (50°C) en el tubo del ais-
lamiento aparentemente no viable. Cubrir
exactamente la cima de la colonia con el agar
fundido.
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® Incubar el cultivo a 30°C y revisarlo peri6di-
camente para observar cualquier crecimiento
nuevo que emerja a través de la fina capa de
agar.

¢ Transferir el nuevo crecimiento a un tubo
que contenga APD con extracto de levadura
al1%.

* 5i no se presenta crecimiento nuevo en tres o
cuatro semanas, desechar el tubo y anotarlo
en la libreta.

Procedimiento para intentar reactivar cultivos
por homogenizacion

* En un tubo que contenga 1 ml de agua des-
tilada, depositar tanta cantidad como sea
posible de un aislamiento aparentemente no
viable.

* Con el asa micolégica fragmentar el hongo.

* Transferir todo el contenido del tubo a una
placa de APD con extracto de levadura al
1%. Cubrir el borde de la caja con parafilm
para retardar la deshidratacién.

* Incubar la caja de Petri a 30°C y revisarla
periddicamente para observar cualquier cre-
cimiento nuevo.

* Si no se observa crecimiento en tres o cuatro
semanas, desechar el cultivo y anotarlo en la
libreta.

Procedimiento para reactivar hongos en medios
enriquecidos

* Agregar a los tubos con cultivos, aparente-
mente no viables, 5 ml de caldo de infusién
cerebro-corazén (BHI) o de Sabouraud liqui-
do con extracto de levadura al 2 %.

* Agitar y desprender los fragmentos de la co-
lonia de tal forma que queden suspendidos
en la fase liquida.

* Incubar a 30°C y revisar periédicamente
para observar cualquier crecimiento nuevo.

* Si no se observa crecimiento en tres o cuatro
semanas, desechar el cultivo y anotarlo en la
libreta.

FUACION Y SELLADO DE CULTIVOS PARA
DEMOSTRACION Y ENSENANZA

Los hongos peligrosos como B. dermatitidis,
C. immitis, H. capsulatum y P. brasiliensis deben

fijarse antes de ser utilizados como materiales de
ensefanza. Un método satisfactorio consiste en
utilizar formalina al 10 %. Se introduce un algoddn
totalmente impregnado con formalina en el tubo
que contiene el cultivo o se puede utilizar el tapén
de algoddén del mismo tubo.

Este algodon se mantiene en el interior del tubo
durante tres dias. Después de este tiempo y bajo
medidas de precaucién extremas, se recomienda
intentar un subcultivo de la colonia para corro-
borar su no viabilidad. En caso de ser necesario,
se recomienda aumentar el nimero de dias con la
impregnacién con formalina.

PROCEDIMIENTOS PARA LA EXTRACCION,
VISUALIZACION Y CUANTIFICACION
DE ACIDOS NUCLEICOS

Extraccion e ADN

El material biolégico y los reactivos se deben
manejar con guantes y con protectores oculares.
Muchos de los reactivos utilizados en biologia mo-
lecular son cancerigenos y/o producen quemadu-
ras graves.

Cultivar en medio liquido el hongo filamentoso
por tratar (en condiciones de tiempo, temperatura
y nutrientes especificas para cada especie de hongo
de interés) y cosechar por filtracién en condiciones
estériles. Las levaduras pueden ser cultivadas en
medio solido y cosechadas con una espatula.

1. Secar perfectamente la masa fiingica colocdn-
dola entre dos o mds hojas de papel filtro estéril.

2. En un tubo de 2.0 ml colocar 600 pl de buffer
de lisis.

3. Adicionar Proteinasa K a una concentracion
final de 200 pg/ml (stock: 20 mg/ml) (10 pl).

4. En un mortero estéril colocar un poco de ni-
trogeno liquido y adicionar la masa fiingica.

5. Macerar perfectamente hasta obtener un
polvo blanquecino. Adicionar periédicamente N,,
evitando que se humedezca el polvo fiingico.

6. Colocar el polvo en el tubo que contiene el
buffer de lisis con Proteinasa K y agitar firmemen-
te (manualmente) hasta obtener una mezcla ho-
mogénea.

7. Incubar la mezcla en bafio de agua a 65°C
durante 1 hora.

8. Anadir 800 pl (un volumen) de fenol-cloro-
formo-isoamilico (en proporciones 25-24-1 respec-
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tivamente) y agitar firmemente hasta obtener una
muestra con aspecto lechoso.

9. Centrifugar la muestra a 14 000 rpm por 15 mi-
nutos. Se forman tres capas: la capa superior (fase
acuosa), que contiene el ADN; la intermedia con-
tiene desechos celulares y la inferior (fase orgdni-
ca) contiene fenol, cloroformo, alcohol isoamilico
y proteinas del hongo.

10. Transferir cuidadosamente la fase acuosa
a otro tubo de 1.5 ml (cuidar de no tocar con la
pipeta la capa intermedia).

11. Afadir 0.1 volumen de acetato de sodio 3M
y dos volimenes de etanol al 100 % (de preferen-
cia frio); agitar el tubo por inversion suave hasta
visualizar las hebras de ADN. 5i no ocurre precipi-
tacion, dejar la muestra incubando a —20°C hasta
el dia siguiente.

12. Centrifugar la muestra a 14000 rpm por
5 minutos para formar un precipitado en el fondo
del tubo.

13. Decantar el etanol y adicionar 1 ml de eta-
nol al 70 %. Agitar por inversion suave. Centrifu-
gar 5 min a 10 000 rpm.

14. Decantar el etanol y secar el ADN a tempe-
ratura ambiente (aproximadamente 10 minutos)
0 en vacio.

15. Resuspender el ADN en agua destilada esté-
ril (cantidad variable dependiendo de la cantidad
de ADN).

16. Adicionar 1 pl de ARNsa de una solucion
de 100 mg/ml.

17. Incubar a 37 °C por 1 hora.

18. En un tubo de 0.5 ml mezclar 3 pl de la
solucién de ADN mads 1.6 pl de buffer de carga y
5.4 pl de agua destilada estéril.

19. Depositar esta muestra en el pozo de un gel
de agarosa al 0.8 %, tefiido con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml).

20. Aplicar una corriente de 70 volts por aproxi-
madamente 1.5 h.

21. Observar el gel en un transiluminador para
verificar la calidad de su ADN.

Extraccion pe ARN

1. En un tubo de 2.0 ml, colocar 0.75 ml de
buffer de lisis (NaCl 0.6 M, EDTA 10 mM, Tris
HCI 100 mM pH 8.0, SDS 4 %) y 0.75 ml de fenol
(saturado con Tris HCI 0.1 M, pH 8.0).

2. Pulverizar la masa flingica en un mortero
que contenga nitrégeno liquido.
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3. Transferir el polvo al tubo que contiene el
buifer de lisis. Puede llenar el tubo con el polvo
fungico. Tapar el tubo perfectamente y agitar ma-
nualmente por 15 a 20 minutos.

4, Centrifugar por 10 minutos a 10000 rpm.

5. Transferir la fase superior a un tubo nuevo
y adicionarle un volumen de fenol (saturado con
Tris HCl 0.1 M pH 8.0) y agitar en vértex hasta
tener una mezcla homogénea.

6. Centrifugar por 10 minutos a 10000 rpm.

7. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y
adicionar 0.75 voliumenes de LiCl 8 M.

8. Almacenar toda la noche a 4 °C.

9. Agitar en el vértex brevemente y centrifugar
10 min a 10000 rpm. Eliminar el sobrenadante por
decantacion.

10. Resuspender el pellet en 300 pl de agua des-
tilada estéril y mezclar con 30 pl de acetato de
sodio 3 M (pH 5.2) y 750 ul de etanol absoluto.

11. Almacenar a —20°C por 2 horas (o0 a =70
por 30 minutos).

12. Centrifugar 10 min a 10000 rpm.

13. Desechar el sobrenadante y lavar el precipi-
tado con etanol al 70 %.

14. Secar el pellet de ARN a temperatura am-
biente y resuspenderlo en agua tratada con DEPC
(dietilpirocarbonato).

15. Almacenar el ARN de preferencia a —70°C.

16. Visualizar el producto en un gel desnatura-
lizante de agarosa al 1%. (Véase preparacion de
muestras para ARN.)

SOLUCIONES DE TRABAJO PARA
alsLamiento oe ADN

Buffer de lisis. Cada una de las soluciones debe

ser previamente preparada y esterilizada. Después
mezclar en un tubo de 15 ml estéril:

2 ml de Tris HCI 50 mM (pH 7.2).
2 ml de EDTA (50 mM).

6 ml de SDS 3 %.

200 pl de beta-mercaptoetanol 1 %.
2.8 ml de agua destilada estéril.

Compuestos que deben estar disponibles por
separado

* Nitrdgeno liquido.

* Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (debe
hacer una mezcla en proporciones 25-24-1
respectivamente).
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Acetato de sodio 3 M.
Etanol absoluto (100 %).
Etanol al 70 %.
Proteinasa K (20 mg/ml).
Agua destilada estéril.

-« & & 8w

Buffer de carga

Azul de bromofenol al 0.25 %.
Azul de xilencianol al 0.25 %.
Glicerol en agua al 30 %.
Conservar a 4 °C,

Buffer para corrimiento del gel: TAE 50X

* 242 g de Tris base.
¢ 57.1 ml de dcido acético glacial.
* 100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0).

Diluir el buffer a una concentracién 1X para pre-
parar el gel de agarosa y para correr los geles.

GEL DESNATURALIZANTE
PARA ARN

Preparar un gel de agarosa al 1 % que contenga
6 % de formaldehfdo y MOPS 1X.

Ejemplo: para un gel de 50 ml

® Agarosa, 0.5g.
* MOPS 1X, 41.9 ml.

Formaldehido, 8.1 ml (agregarlo hasta que dis-
minuya la temperatura de la agarosa a aproxima-
damente 60 °C). Dejar solidificar mientras se pre-
paran las muestras.

PREPARACION DE MUESTRAS
e ARN

Para cada muestra, en un tubo de 0.5 ml colocar:

* H,0-DEPC, 1 pl.

* ARN, 3 pl.

* MOPS 10X, 1.5 ul (1X).
Formaldehido, 2.4 ul (6 %).
¢ Formamida, 7.5 pl (50 %).

-

Calentar a 75 °C por 5 min y después colocar en
hielo 5 min. Agregar 2.5 pl de buffer de carga para
ARN y 1 pl de bromuro de etidio (2.5 mg/ml).

Mezclar perfectamente, dar un pulso de centri-
fuga y depositar las muestras en el gel de agarosa.
Correr el gel a 70 volts (si es un gel de 50 ml) du-
rante 1.5 h aproximadamente y verificar la calidad
del ARN en un transiluminador.

CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
POR ESPECTROFOTOMETRIA

ADN

Blanco: agua destilada estéril. De las muestras
por determinar su concentracién, hacer por dupli-
cado una dilucién 1:250 o 1:500 de la muestra de
ADN vy leer absorbancia (luz UV) a 260 y 280 nm.

Hecha la lectura, determinar la concentracién
aplicando la siguiente férmula:*

(Lectura a 260 nm) (dilucién) (50)/1000 = con-
centracién de ADN en pg/ul. La relacion 260/280
debe ser cercana a 2.0 para considerar que los aci-
dos nucleicos estdn libres de impurezas.

ARN

Blanco: H,O-DEPC. Hacer una dilucién 1:250
0 1:500 de la muestra de ARN y leer absorbancia
(luz UV) a 260 y 280 nm.

Hecha la lectura, determinar la concentracién
aplicando la siguiente férmula:*

(Lectura a 260 nm) (dilucién) (40)/1000 = con-
centracion de ARN en pg/pl.

Si los dcidos nucleicos se encuentran integros,
son adecuados para realizar estudios de RT, RT-
PCR, Northern blot (ARN), PCR, Southern blot,
RAPD (ADN), etc. Los 4cidos nucleicos podrian
requerir un tratamiento especial como el trata-
miento con RNAsa o DNAsa (siguiendo las instruc-
ciones del fabricante) dependiendo del uso que se
le quiera dar.

*Los espectrofoidmetros cuentan con sistemas que calculan auto
mdticamente la concentracion de icidos nucleicos. También existen
otros métodos para cuantificar dcidos nucleicos y la eleccidn dependera
de la disponibilidad de material y equipo en cada laboratorio.
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INOCULACION EN ANIMALES

Cuando el cultivo del material clinico es negati-
vo 0 no se demuestran los organismos infectantes
a través de las diversas tinciones, se cuenta con la
alternativa de la inoculacién en animales de expe-
rimentacién para establecer el agente etioldogico de
una micosis.

Los animales se han usado para el estudio de
hongos patégenos presentes en muestras contami-
nadas. Sin embargo, para considerar la inocula-
cién como un método diagndstico, es fundamental
la reproduccién de la enfermedad experimental.
Actualmente la inoculacién experimental se utili-
za con poca frecuencia como técnica diagnostica.
Algunas de las causas son:

1. En los especimenes patoldgicos el nimero de
organismos puede no estar presente en cantidad
suficiente para producir una infeccién progresiva
en el animal.

2. Frecuentemente el animal que se usa como
modelo experimental y la via de inoculacién no
son los adecuados para reproducir la enfermedad.

3. El cuidado y mantenimiento de los animales
en la misma drea del laboratorio en donde se ha-
cen estudios de rutina no es recomendable, por
lo que deben mantenerse en un bioterio que no
siempre estdn disponibles en las dreas en que se
practica la micologia médica.

4. Con el desarrollo de nuevos medios de culti-
vo y nuevas técnicas diagndsticas inmunolégicas
e histoldgicas, la sospecha diagnostica se confirma
0 se descarta en un tiempo mads corto de lo que
tarda el proceso de infeccién experimental.

5. Las diferentes instituciones hospitalarias,
universitarias y centros de investigacion han crea-
do comités de ética que estdn encargados de re-
gular el uso de animales de experimentacién. En
consecuencia, los procedimientos que involucran
animales deben estar perfectamente justificados.

En el campo de la investigacién, la inoculacién
en animales se utiliza con fines mds prdcticos que
los de simple diagndstico; por ejemplo:

* Para evaluar sustancias antifliingicas.
* Para establecer la patogenicidad y/o virulen-
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cia de cepas fiingicas aisladas de fuentes na-
turales.

* Para obtener formas parasitarias de los hon-
gos dimorficos.

* Para estudiar la fisiopatogenia de las enfer-
medades.

Los animales mds usados son: el raton, la rata,
el cobayo, el conejo v el himster dorado. Este 1l-
timo es el mds recomendado para el estudio de la
mayoria de las micosis.

La via de inoculacién depende del tipo de agen-
te etiolégico por inocular y puede ser intraperito-
neal, intravenosa, intracerebral, subcutdnea, in-
tramuscular, intranasal o simplemente aplicar el
agente etiolégico sobre la piel depilada y escari-
ficada.

Una vez elegidos el modelo de experimentacidn
v la via de inoculacidn, se procede a efectuar la
inoculacién. Los pasos elementales son:

* Con una jeringa, afadir solucién salina isot6-
nica estéril al cultivo del hongo por inocular
y agitar el cultivo suavemente para obtener
una suspensién de conidios a partir de la cual
podrdn contarse, y ajustar la suspensién a la
concentracion adecuada.

¢ El volumen de suspensién inoculado depen-
derd de la via de inoculacion del hongo por
estudiar y del animal de experimentacién.

* Inocular como minimo tres animales.

* Finalmente, para la fase de observacién, los
animales deberdn ponerse en jaulas, separa-
dos de otros animales, para evitar algin tipo
de contagio.

Después de un tiempo variable (dependiendo
de la micosis), el animal muere; si no es asi, en-
tonces se procede a sacrificarlo (cuadro 9.1). Enla
autopsia, una parte de los tejidos se debe sembrar
para obtener un retrocultivo del hongo o microor-
ganismo inoculado.

La otra parte de los tejidos debe ser fijada para
proceder a los exdimenes histolégicos.
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REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA COMO HERRAMIENTA
DIAGNOSTICA

La observacién directa del agente etiolégico de
una enfermedad es prueba irrefutable de su papel
como causante de aquélla. Sin embargo, esto no
siempre es posible, como ocurre en el caso de la
neumocistosis o de la lobomicosis.

En otros casos, el tiempo de multiplicacion celu-
lar en un cultivo es excesivo respecto de las nece-
sidades practicas para dar inicio a un tratamiento.
En este ultimo caso se encuentran algunos agen-
tes de eumicetoma como Madurella spp o Pyre-
nochaeta romeroi, o bien, el agente causal de la
histoplasmosis o el de la paracoccidioidomicosis.

Frente a la imposibilidad de observar u obtener
un microorganismo completo, la tecnologia moder-
na ha recurrido a detectar alglin componente pro-
pio y exclusivo del patégeno. El componente que
permite la identificacidn no debe estar presente en
el hospedero humano, ni tampoco debe ser com-
partido con otros microorganismos no patégenos.

Los polipéptidos y los dcidos nucleicos han sido
utilizados como macromoléculas blanco para des-
arrollar diversos procedimientos de deteccién. Sin
embargo, el ADN ofrece inmejorables ventajas
como blanco para el diagnéstico: es la molécula
presente en todos los seres vivos, excepto los virus
de ARN; es quimicamente estable, lo que permi-
te su manipulacién y almacenamiento; es la base
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Diagnéstico molecular

de las micosis

molecular de la identidad, lo que favorece una
identificacion o diagndstico certeros; y es el ori-
gen de la diversidad, por lo que se puede emplear
para estudiar la diversidad genética de patdgenos
de una especie asociada a las diferentes formas
clinicas de una enfermedad.

El desarrollo de la biologia molecular (BM, dis-
ciplina cientifica que estudia los procesos que se
desarrollan en los seres vivos desde un punto de
vista molecular) ha contribuido de forma impresio-
nante a la mejor comprensién de las enfermeda-
des infecciosas y ha proporcionado herramientas
moleculares valiosas para el diagndstico.

A través de la BM es posible detectar genomas
de patégenos en tejido o fluidos de pacientes; con-
ribuye a caracterizar mejor al agente causal de
una enfermedad y a comprender mejor los meca-
nismos patolégicos a nivel molecular. Con la carac-
terizacion molecular del ADN se logra fortalecer los
datos especificos de los estudios epidemiolégicos
en los paises donde una enfermedad es endémica.

Para extraer los dcidos nucleicos, y en particu-
lar el ADN, de cualquier organismo o material bio-
légico, se han utilizado diversos procedimientos
que los liberan de las células, aplicando métodos
enzimadticos o mecdnicos. Muchos de estos proce-
dimientos son manuales, aunque actualmente han
sido simplificados con la disponibilidad de kits
comerciales. En el capitulo de procedimientos de
laboratorio esta descrita la técnica para realizar la
extraccion de ADN y de ARN.
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Histdéricamente la deteccién de secuencias se
inici6 mediante técnicas de hibridacién como el
Southernblot y el Northernblot. Posteriormente,
esta estrategia fue remplazada por procedimien-
tos que amplifican la secuencia blanco. Hoy dia
la técnica mds conocida y mds utilizada es la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus si-
glas Polymerase Chain Reaction); en consecuen-
cia, este procedimiento serd descrito con mayor
extension.

REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA

En 1983, el bioquimico estadounidense Kary
Banks Mullis tuvo la idea de desarrollar la técnica
de la reaccién en cadena de la polimerasa, que
consiste en amplificar (hacer miltiples copias) una
secuencia especifica de ADN usando nucleétidos
trifosfatados y una polimerasa de ADN. Por esta
invencién, hoy de gran utilidad en biotecnologia
y en investigacién cientifica y forense, recibié6 el
Premio Nobel de Quimica en 1993, compartido
con el canadiense Michael Smith. Su estrategia fue
simple pero original.

Dos secuencias cortas, conocidas como oligo-
nucleétidos, cebadores o primers, se anclan cada
uno en cada hebra complementaria de la doble
hélice del ADN elegida como blanco. Este ancla-
je se basa en la complementariedad de bases de
acuerdo con los pares adenina-timina (A-T) y gua-
nina-citocina (G-C). Los extremos hidroxilos de
los cebadores se enfrentan uno con otro aunque
en cadenas distintas.

Estos extremos quedan disponibles a la accién
de la ADN polimerasa, la que ird afladiendo nu-
cledtido tras nucledtido segin la complementarie-
dad dictada por la cadena molde: donde haya una
A como molde se incorporard una T y donde haya
una G se incorporara una C,

La ADN polimerasa mds conocida es la Tag po-
limerasa (obtenida de la bacteria termofila Ther-
mus aquaticus), que repetird este acto cientos e
incluso miles de veces. Esta enzima sintetiza la
incorporacion de nucledtidos a elevadas tempera-
turas, teniendo un éptimo de 72 °C y resistiendo la
desnaturalizacién hasta 95 °C. Posteriormente, un
calentamiento de la solucidn abrird las hebras del
ADN, las que al ser enfriadas nuevamente permi-
tirdn el anclaje de los cebadores que se encuentran
en exceso.
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El anclaje también ocurrird sobre las hebras
recién sintetizadas y la Taq polimerasa volvera a
copiar tanto las hebras originales como las copias.
Debido a que el proceso de replicacién requiere
un molde, las cadenas sintetizadas tendrdn un
tamaifio definido, correspondiente al tamarnio del
fragmento flanqueado por los cebadores.

Los reactivos necesarios para realizar la PCR
son los siguientes:

® Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), sustra-
to para sintetizar nuevo ADN.

¢ Dos iniciadores (o primers o cebadores), oli-
gonucledtidos que son, cada uno, comple-
mentarios a una de las dos hebras del ADN.
Son secuencias generalmente de 18 a 22 nu-
cledtidos, que son reconocidas por la poli-
merasa para iniciar la reaccién. Delimitan la
zona de ADN que se va amplificar.

® Jones divalentes. Suele usarse magnesio
(Mg?*), comiinmente en forma de cloruro
(MgCl;) o algin otro catién divalente. Actia
como cofactor de la polimerasa.

* Jones monovalentes, como el potasio.

* Una solucién tampdn (buffer) que mantie-
ne el pH adecuado para el funcionamiento
de la ADN polimerasa.

* ADN polimerasa o mezcla de distintas poli-
merasas con temperatura éptima alrededor
de 70 °C (la mds comun es la Taq polimerasa).

* ADN molde, que contiene la regién de ADN
que se va a amplificar.

* Termociclador, el aparato que va a mantener
la temperatura necesaria en cada una de las
etapas que conforman un ciclo.

CICLO DE AMPLIFICACION

El proceso de PCR por lo general consiste en
una serie de 20 a 35 cambios repetidos de tempe-
ratura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir
en 2 a 3 pasos a diferentes temperaturas. La PCR
comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos
de temperatura.

Los ciclos a menudo estdn precedidos por un
choque térmico (llamado hold ) a alta temperatura
(> 90°C) y seguido por otro choque térmico al fi-
nal del proceso para la extensién de producto final
o el breve almacenaje. Las temperaturas usadas
y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de
diversos factores: la enzima usada para la sintesis
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de ADN, la concentracién de iones divalentes y
dNTPs en la reaccidn, la temperatura de unién de
los iniciadores, y la longitud del ADN que se desea
amplificar.

INICIALIZACION

Consiste en llevar la reaccién hasta una tempe-
ratura de 94-96°C (o 98°C si se estd usando una
polimerasa termoestable extrema), que se man-
tiene durante 1-9 minutos. Esto sélo es necesario
para ADN polimerasas que requieran activacién
por calor.

DESNATURALIZACION

Consiste en la separacion de las dos hebras
de ADN por medio de calentamiento (94-95°C).
La temperatura de desnaturalizacién depende de
la proporcién de G + C que tenga la hebra, o
bien, del largo de ésta. También existe la posibili-
dad de desnaturalizar el ADN con sales o agentes
quimicos.

ALINEAMIENTO/UNION
DEL INICIADOR

Después se propicia la hibridacién del cebador,
es decir, éste se une a su secuencia complemen-
taria del ADN molde. Para esto es necesario bajar
la temperatura a 50-65 °C durante 20 a 40 segun-
dos, permitiendo asi el alineamiento. Los puentes
de hidrégeno estables entre las cadenas de ADN
(unién ADN-ADN) sdlo se forman cuando la se-
cuencia del cebador es muy similar a la secuencia
del ADN molde. La polimerasa une el hibrido de la
cadena molde v el cebador y empieza a sintetizar
ADN. Los cebadores actuardn como limites de la
region que va a ser amplificada.

EXTENSION/ELONGACION
DE LA CADENA

La ADN polimerasa actia tomando el ADN
molde para sintetizar la cadena complementaria y
partiendo del cebador como soporte inicial nece-
sario para la sintesis de nuevo ADN.

CICLO DE AMPLIFICACION 177

La polimerasa sintetiza una nueva hebra de
ADN complementaria a la hebra molde ahadiendo
los dNTP’s complementarios en direccién 5'— 37,
uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTPs con el
grupo 3’-hidroxilo del final de la hebra de ADN
creciente (la cual se extiende).

La temperatura para este paso depende de la
ADN polimerasa que usemos. Para la Taq poli-
merasa, la temperatura de mixima actividad estd
en 75 a 80°C (comiinmente 72 °C). El tiempo de
extension depende tanto de la ADN polimerasa
usada como de la longitud del fragmento de ADN
que se va a amplificar. Hay una regla cominmente
usada: en su temperatura éptima, la polimerasa de
ADN polimerizard 1000 bases en un minuto.

ELONGACION FINAL

Etapa dnica que se lleva a cabo a una tempera-
tura de 70 a 74°C durante 5 a 15 minutos tras
el ultimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que
cualquier ADN de cadena simple restante sea to-
talmente ampliado.

CONSERVACION

Este paso se lleva a cabo a 4-15 °C durante un
tiempo indefinido para conservar la reaccién a
corto plazo. La PCR se realiza en un volumen de
reaccion de 15 a 100 pl, en tubos de 0.2 ml que se
colocan en el termociclador.

La duplicacién de la secuencia blanco ocurre
de una manera exponencial a partir de la hebra
molde: primero 2 copias, luego 4, en la siguiente
8, 16, 32... etc. Al cabo de 30 repeticiones, conaci-
das como ciclos, se habran amplificado alrededor
de un millén de copias. Este niimero es ya visible
por técnicas que usan colorantes afines a la doble
hélice del ADN o por hibridacién con sondas.

Para verificar que la PCR ha generado el frag-
mento de ADN esperado, se emplean técnicas de
electroforesis, que separan los fragmentos de ADN
generados de acuerdo con su carga y su tamaiio:
generalmente se emplean la electroforesis en gel de
agarosa, para fragmentos grandes; la electroforesis
en gel de acrilamida, para los mds pequefios; y, de
forma mads rdpida y aplicable a la PCR asociada a
marcaje fluorescente, la electroforesis capilar.

El tamafio de los productos de la PCR se deter-

. mina en relacién con un marcador de pesoc mo-
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lecular de ADN, el cual contiene fragmentos de
ADN de tamaiio conocido y que se corre en el gel
junto con los productos de PCR.

El principal problema de la PCR es la contami-
nacion con ADN exoégeno. Ello se debe a que esta
tecnologia es capaz de detectar muy pocas molécu-
las (cinco o mas copias). Este problema conduce
a resultados falsos positivos y puede ser evitado
mediante la seleccién de personal altamente capa-
citado, el uso de ambientes especificos y restrin-
gidos, y la adicion de algunos productos quimicos
que convierten a los productos de amplificacion
en productos ldbiles.

El ejemplo para la aplicacion de la PCR es el
siguiente;

Modelo fungico. Hongos filamentosos aislados
del suelo, con caracteristicas morfolégicas compa-
tibles con Sporothrix schenckii.

Extraccion de ADN. Se realizé ruptura meca-
nica de las células flingicas en presencia de nitré-
geno liquido; el resultado de la maceracién fue
suspendido en buffer de lisis; la recuperacién del
material nucleico fue realizada con fenol clorofor-
mo-alcohol isoamilico y la precipitacién del ADN
fue inducida con acetato de sodio y etanol absolu-
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to. Terminada la extraccion, se visualizé el ADN
en un gel de agarosa, mostrado en la (fig. 10.1).

Gen blanco: una region del Dominio D1-D2 de
aproximadamente 600 pb (fig. 10.2).

Oligonucleotidos utilizados. Sentido: FEPJL
5'CATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3 Anti-sen
tido: REPJL 5°"GCTCCGTGTTTCAAGACG 3.

Tamano esperado del fragmento amplificado:
600 pares de bases.

Mezcla de reactivos. Reactivo y concentracion
final: ADN 10 ng; buffer 1X; oligos 10 pM; dNTPs
10 mM; BSA (Albumina sérica bovina) 0.01 %
Taq polimerasa 5 Ul/pul; MgCl, 50 mM; agua hasta
completar 25 pl.

Condiciones de amplificacion. Un ciclo de des-
naturalizacion de 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos
con las siguientes condiciones: desnaturalizacién,
94 °C por 1 min; hibridacion, 63.3 por 1 min; poli-
merizacion, 72.0 por 1 min. Un ciclo final de po-
limerizacion a 72 °C durante 5 min. Visualizacién
del fragmento (fig. 10.3).

Purificacion del fragmento amplificado utili-
zando el “PCR Purification Kit” (QIAGEN). Este
procedimiento elimina las impurezas del producto
de PCR y optimiza los resultados de la secuencia-
cion (fig. 10.4).
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Fig. 10.1. Gel de agarcsa al 0.8% tedido con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular (AHindlll-DNA fragments
los numeras corresponden al ADN de cada uno de los aislados de sue A un tamafo aproximado de 9416 ot
DI/D2
Q g — g ' cc
|85 85 1 265 55 85
-1
TS Ts2 G IG2
Fig. 10.2. Representacidn del operdn del ADN ribosomal de hongos, en donde se localiza la regitin blanco
por amplificar; ITS, espaciadores internos transcritos; 1GS, espacios intergénicos: D1/D2, dominios 1 v 2
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CGACGCTGTTNATTGCNCCACAANGGC

NAGTNNTCGGCCACAGCTCAATTTGAAAT-
CTGGCCCCCCGGCCCGAGTTGTAATTTGGA-
GAGGATGCTTCTGGCGCGGGCCGTCCGAGTT-
CCTTGGAACAGGACGCCACAGAGGGTGAGA-
GCCCCGTACGACGGACGCCTAGCCTCTACGA

AGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA-

AAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCG
CACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGA-
AATTGTTGAAAGGGAAGCGCCTGTGACCA

TCGGTTCTCCCAGGGGGACAAAGGCCGCGGGA
ACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCC
CACCAGCGACCCGTCTTGAAAACACNGAGCA-
AA

Resultado de la secuenciacién y comparacién
de la secuencia con el banco de datos genéticos
genbank database utilizando el BLAST:

Aislado 143: Sporothrix schenckii
Aislado 519: Sporothrix schenckii
528: Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Endomyces scopularum
Acremonium sp

Aislado
Aislado 540
Aislado 543:
Aislado 545:

Aislado 546:

En el ejercicio anterior la PCR, seguida de se
cuenciacion, fue un procedimiento util para con
firmar o descartar una especie fiingica particular
Sporothrix schenckii, en este caso con fines de con-
1 identificacién, ya que los aislados fueron
| 15 del suelo, y en este hdbitat cominmente
existen otros hongos con morfologia muy similar y
a veces son indistinguibles.
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El éxito de la PCR propicio el desarrollo de otras
técnicas que son modalidades de la primera, para
lograr objetivos particulares. Algunas de estas mo-
dalidades son descritas brevemente a continuacion:

Transcripcion inversa seguida de PCR (RT-
PCR, Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction). El procedimiento es una PCR en la que
el molde inicial es el ARN y se requiere una trans-
criptasa inversa, para convertir el ARN en un tipo
de ADN llamado ADN complementario (ADNc) que
después es utilizado para la PCR convencional.

Fragmentos polimorficos de ADN amplifica-
do al azar (RAPD, Random Amplified Polymor-
phism DNA). Esta técnica utiliza iniciadores alea-
torios de 10 nucledtidos (10 mers) para amplificar
el ADN. Los productos de la amplificacién son
separados mediante electroforesis y las bandas
visualizadas, de diferente peso molecular, repre-
sentan diferentes loci. Los productos dependerdn
del genoma en estudio, del iniciador y de las con-
diciones de la reaccion.

Las principales ventajas de esta técnica son la
rapidez para obtener resultados, el costo, la me-
nor inversidn en equipos y la cantidad reducida
de ADN requerido.

Como desventaja tiene la inconsistencia de los
datos: diferentes condiciones de laboratorios con
pequeifias alteraciones en los parametros de ampli-
ficacién pueden dar origen a resultados diversos.

Esta desventaja puede ser superada con una es-
tandarizacion rigurosa de las condiciones de reac-
cion y de amplificacién, usando un control interno
para asegurar la reproducibilidad de los produc-
tos de la amplificacién, ademads del registro de las
bandas nitidas y consistentes. Esta técnica ha teni-
do mayor aplicacién en estudios epidemiolégicos.

Polimorfismos de la longitud de los fragmen-
tos de restricciéon (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism). Se refiere a secuencias
especificas de nucledtidos en el ADN que son reco-
nocidas y cortadas por las enzimas de restriccién
(también llamadas endonucleasas) y que varian
entre individuos, por lo que se usa como marcador
molecular. Las secuencias de restriccién presen-
tan usualmente patrones de distancia, longitud y
disposicidn diferentes en el ADN de distintos indi-
viduos de una poblacién, por lo que se dice que
la poblacién es polimdrfica para estos fragmentos
de restriccion.

PCR anidada. Esta es una PCR muy especifica
y mds sensible que la PCR tradicional, en la que el

producto amplificado es utilizado como templado
para realizar una segunda amplificacién con pri-
mers que se ubican en la primera secuencia am-
plificada.

PCR multiplex. PCR en la que se utilizan dos
o mds pares de primers en un mismo tubo de re-
accién y, en consecuencia, se amplifican simultd-
neamente miiltiples segmentos de ADN con mds
de una secuencia. Con este procedimiento se ob-
tiene la informacién de varios loci en una sola re-
accion y se utiliza menor cantidad de molde para
el andlisis y menor cantidad de reactivos. Tam-
bién propicia una rdpida construccion de base de
datos.

PCR tiempo real (PCR cuantitativa). Es un
meétodo de gran exactitud y fiabilidad que se usa
para amplificar y al mismo tiempo cuantificar mo-
léculas de ADN o ADNCc especificas, con lo cual se
tiene acceso a datos precisos sobre la expresion
genética de las células u organismos en estudio.
La deteccidn se basa en la utilizacion de coloran-
tes que se unen a todas las secuencias de doble
cadena de ADN en una reaccién de PCR.

Una vez que el colorante se une al dcido nu-
cleico formado en la reaccién, éste emite una se-
fial fluorescente que se procesa en tiempo real. En
consecuencia, un aumento del producto de PCR
conduce a un aumento de la fluorescencia detec-
tada en cada ciclo; esto permite que el ADN pueda
ser cuantificado.

El andlisis de la curva de fusién del producto
posibilita ademas la caracterizacion del fragmento
amplificado por su temperatura de fusion (Tm).
Una de sus grandes ventajas es que el proceso
completo se realiza en el termociclador, lo cual
ayuda a disminuir el riesgo de contaminacién vy
aumenta el rendimiento de la prueba.

Todas las técnicas mencionadas previamente y
diversas modalidades han sido aplicadas a la ma-
yoria de modelos fiingicos, todos con resultados
valiosos y de los cuales sélo se proporcionan al-
gunas referencias, que pueden ser ampliadas de
acuerdo con el interés del lector,

Entre las herramientas de diagndstico en los
laboratorios mds modernos, la PCR es el procedi-
miento predominante. Sin embargo, sus elevados
costos y la necesidad de personal muy bien entre-
nado restringen su uso, particularmente en los la-
boratorios con menos recursos.

La sensibilidad y especificidad compensan los
costos relativamente elevados, sobre todo en aque-

. llas enfermedades en las que el cultivo o la serolo-
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gia son poco pricticos o imprecisos. Es alentador = futuro préximo los métodos de deteccion basados
saber que las técnicas moleculares son introdu- en las propiedades quimicas del ADN sean aplica-
cidas cada vez con mayor frecuencia como auxi- dos en mayor proporcién, desde luego sin desde-
liares en el diagndstico clinico, sobre todo en los  nar la utilidad de algunos métodos tradicionales
hospitales de gran demanda. Se desea que en un | en micologia, como el cultivo.
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Pruebas de

sensibilidad antifangica

Los resultados variables observados con el uso
de los diferentes antifiingicos, la introduccién de
nuevos compuestos y la aparicion de la resistencia,
con falla terapéutica y por ende alta mortalidad
causada por especies intrinsecamente resistentes
(Candida krusei y Scedosporium prolificans), ha-
cen necesario contar con un método de sensibili-
dad antifungica in vitro, adecuado, estandarizado,
reproducible, econémico, ficil de realizar, rdpido
y con puntos de corte definidos para detectar re-
sistencia a los antifiingicos.

Actualmente el método estandarizado ideal
para detectar la actividad antifiingica de diversas
drogas es el de microdilucion en caldo, descrito en
1985 por diversos comités de Estados Unidos de
América para determinar la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y asi tener un panorama general
del uso de pruebas de sensibilidad antifiingica y
desarrollar las normas que las regirian.

Debido a la variabilidad en la metodologia uti-
lizada v los resultados obtenidos de los diferentes
laboratorios, el Instituto de Estindares de Labora-
torios Clinicos (Clinical Laboratory Standars Insti-
tute [CLSI] antes denominado National Commit-
tee for Clinic Laboratory Standars [NCCLS]) esta-
blecit las condiciones de trabajo, incluyendo el
medio de cultivo, tampdn, indculo, temperatura,
pH y el tiempo de incubacidén. El CLSI publica pe-
riddicamente diversos documentos; hasta hoy el
documento vigente es el M27-A3 (2008) para hon-
gos levaduriformes y el M38-A (2008) para hongos
filamentosos.
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A pesar de que han pasado 25 aiios, las pruebas
de sensibilidad a antifingicos alin no estdn des-
arrolladas como las utilizadas para bacterias, y no
se cuenta con los puntos de corte y los criterios de
sensibilidad y resistencia, ni para todas las espe-
cies de levaduras y hongos filamentosos, ni para
todos los antifiingicos.

En la actualidad los diferentes métodos utiliza-
dos para valorar la sensibilidad a los antifiingicos
son: dilucién en tubo, microdilucién en caldo y
difusion en disco, en tira o en placa.

METODO DE MICRODILUCION EN
CALDO PARA LEVADURAS
(M27-A3)

Este método cuantifica la inhibicion del creci-
miento fiingico producida por los antifingicos,
comparado con los controles en medio de cultivo:

RPMI 1640 10.40 gramos.
Tampén (MOPS)' 34.53 gramos.
Agua destilada 1000 mililitros.
Ajustar a pH 7.0 = 0.1.

L I B

Nora: RPMI® 1640 (con glutamina y rojo de fenol, sin
bicarbonato).

! Acido morfolino propano sulfénico.
“Roswell Park Memorial Institute.
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Preparacion

* Disolver los componentes en 900 ml de agua
destilada.

* Mientras se agita, ajustar el pH 7.0 = 0.1,
utilizando NaOH 1 M.

* Aforar a 1000 ml.

* Esterilizar por filtracién.

* Conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacidn de soluciones madre de los
antifiingicos

En el cuadro 11.1 se anotan los diferentes anti-

fiingicos solubles e insolubles en agua.

Antifiingicos solubles

* Pesar la cantidad de cada uno de los anti-
fiingicos necesaria para obtener 100 veces la

Cuadro 11.1. Antifiingicos solubles
e insolubles en agua.

Itraconazol
Voriconazol

Anidulafungina

Cuadro 11.2. Diluciones de los antifiingicos solubles en agua.

B AR K A

2 640 Paso 1 1.0
3 640 Paso 1 1.0
4 160 Paso 3 1.0
5 160 Paso 3 0.5
6 160 Paso 3 0.5
7 20 Paso 6 1.0
8 20 Paso 6 0.5
9 20 Paso 6 0.5
10 25 Paso 9 1.0
11 2.5 Paso 9 0.5
12 25 Paso 9 0.5

7 DN

concentracién mds alta del antifiingico por
ensayar.

e Distribuir en alicuotas y congelar a —70°C
(vigencia de seis meses).

Antifiingicos insolubles

® Pesar la cantidad de antifiingico suficiente
para obtener 100 veces la concentracion mads
alta del antifiingico por ensayar y disolverlo
en dimetil sulféxido (DMSO).

® Distribuir en alicuotas y congelar a —70°C
(vigencia de seis meses).

DILUCIONES DE LOS ANTIFUNGICOS
SOLUBLES

Preparar una serie de diluciones a partir de la
solucién madre de cada uno de los antifingicos,
a una concentracién de 10 veces la concentra-
cion final deseada, en RPMI 1640 (cuadro 11.2)
Hacer una dilucién % en RPMI 1640.

El contenido de cada tubo se vierte en cajas de
Petri estériles y con una pipeta multicanal de-
positar 100 ul en cada uno de los pozos de las
columnas de la microplaca (usar microplacas de
96 pozos de fondo céncavo).

Conservar a 20°C.

64
1.0 320 32
3.0 160 16
1.0 80 8
1.5 40 4
35 20 2
1.0 10 1
1.5 5 0.5
3.5 2.5 0.25
1.0 1.25 0.125
1.5 0.625 0.06
s 0.3125 0.03125
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DILUCIONES DE LOS ANTIFUNGICOS
INSOLUBLES EN AGUA

* Preparar una solucién a una concentracion de
1600 pg/ml en DMSQO.

» Esterilizar por filtracién (filtros membrana).

* Distribuir en alicuotas y congelar a —70°C (vi-
gencia de seis meses).

En el cuadro 11.3 se muestra la preparacién de
las diversas diluciones para los antifiingicos inso-
lubles.

Preparacion del inoculo

Hacer una suspension de levaduras, y depositar
100 pl para tener una concentracion final de 0.5 x
10° a 2.5 X 10* unidades formadoras de colonia
por mililitro (UFC/ml).

Las microplacas inoculadas con las colonias le-
vaduriformes problema se incuban a 35°C y se
realizan lecturas visuales mediante ayuda de un
espejo invertido a las 24 y 48 horas.

La lectura de las placas se basa en determinar
la concentracién minima inhibitoria (CMI), la cual
se interpreta como la concentracidén mds baja del
antifingico capaz de inhibir el crecimiento de la
levadura respecto del control de crecimiento,

Interpretacion numeérica del crecimiento leva-
duriforme en los pozos de la microplaca tomando
como referencia los pozos control (sin antifiin-
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gico): 0 (6ptimamente claro); 1 (ligera turbidez);
2 (disminucién prominente de la turbidez [50 %]);
3 (ligera disminucion en la turbidez), y 4 (ninguna
disminucién en la turbidez) (fig. 11.1).
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Fig. 11.1. Placa de microdilucidn en caldo. Tomando como referencia
el pozo del @ngulo superior izquierdo (1), éste contiene la concentracion
mayor de antifingico y el 10 contiene la concentracién menor. Los po-
zos de la columna 11 corresponden al control de crecimiento y los de
a columna 12 al control de esterilidad. Cada una de las filas (lectura
horizontal) corresponde a un aislado fungico diferente. En esta placa,
la CMI de las filas D y E es de 1 pg/ml, por lo que la interpretacion para
estos aislados es de resistencia a itraconazol en este ejemplo.

La interpretacién de la CMI frente a la anfo-
tericina B es de 0, es decir, éptimamente claro, En
cambio, para los azoles, equinocandinas y flucito-
cina, la CMI se define como la concentracidn mds

Cuadro 11.3. Diluciones de los antifiingicos insolubles en agua.

Concentracion
Tubo (ug/ml) Fuente  (ml)
1 1600 Sol.
Madre
2 1600 Sol. 0.5
Madre
3 1600 Sal. 0.5
Madre
4 1600 Sol. 0.5
Madre
5 200 Paso 3 0.5
6 200 Paso 3 0.5
' 200 Paso 3 0.5
8 25 Paso 6 0.5
9 25 Paso 6 0.5
10 25 Paso 6 0.5
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Solvente Concentracidn Concentracion

Volumen  DMSO intermedia final 1:100

(ml) (ng/ml) (ng/ml)
1600 16

0.5 800 8.0

1.5 400 4.0

35 200 2.0

0.5 100 1.0

1.5 50 0.5

35 - 25 0.25
0.5 12.5 0.125
1.5 6.25 0.0625

3.5 3.13 0.0313
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baja a la cual se observa una prominente disminu-
cién en la turbidez (aproximadamente 50 %). Los
criterios de interpretacion de CMI se muestran en

el cuadro 11.4.

Cuadro 11.4. Criterios de interpretacién de la CMI por el CLS
% AT by

s i

Las modificaciones son las siguientes: el medio
RPMI es suplementado con 2% de glucosa; las
microplacas son de fondo plano; el tamaiio del
indculo es de 1 a 5 x 10° UFC/ml y la lectura se
realiza por espectrofotometria. Estos cambios
1. se hicieron con la finalidad de acortar el pe-
.. riodo de incubacion a 24 horas y prescindir
de la lectura visual subjetiva para calcular el
porcentaje de inhibicion.

Itraconazol < 0.25 0.25 - 0.5 =1 METODOS COMERCIALIZADOS
Voriconazol =1 2 =4
Posaconazol =1 ~ - PANEL ANTIFUNGICO COLORIMETRICO
Anfotericina i 2 2 (SensTITRE® YEASTONE)
S ¥ =32 Técnica de microdilucién colorimétrica,
Caspofungina =2 - o basada en el documento M27-A, que incor-
Anidulafungina =2 - i pora en los pozos un indicador de crecimien-
to basado en un proceso de oxidorreduccion
(azul Alamar); en consecuencia, el medio conteni-
: do en los pozos cambia de color azul a rosa cuando
METODO DE MICRODILUCION se produce crecimiento.
EUCAST Los seis antifingicos mds utilizados en infec-

Método propuesto como variante europea EU-

CAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) del CLSI con el que se corre-
laciona en 85 % ; el método se basa en el documen-
to M27-A y es una alternativa semiautomatizada.

ciones sistémicas (anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, ketoconazol, 5-fluorocitocina y vo-
riconazol) estdn incorporados en las microplacas
(cuadro 11.5).

El indculo se prepara a partir de un cultivo de
24 horas de crecimiento para Candida spp y 48 ho-

Cuadro 11.5. Concentraciones de los antifiingicos (pg/ml) distribuidos en la
microplaca de Sensititre®.

T M T T

AT

B 0008 0.016 003 006 0.125 0.25
AMB

C 0125 025 05 1 2 4
FLZ

D 0.008 0.016 003 006 0.125 0.25
ITZ

E 0008 0016 0.03 0.06 0125 025
KTZ

F 003 006 0125 025 05 3
5-FC

G 0008 0016 003 006 0.125 025
VRZ

H

R R R R T
0.5 1 2 4 ki T
N 16 32 64 128 256
0.5 1 2 4 e
0.5 1 2 4 8 16
2 4 8 16 33 64
0.5 1 2 4 8 16
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ras para Cryptococcus neoformans en agua desti-
lada estéril y se ajusta a una concentracion de 1
a5 x 10° UFC/ml. Se transfieren 20 ul de la sus-
pensién a 11 ml de RPMI 1640 (concentracién 1.5
a 8 x 10° UFC/ml). Depositar 100 pl de la sus-
pensién en cada pozo de la placa. Las placas se
cubren con pldstico y se incuban durante 24 a 48
horas a 35°C.

La lectura es visual, mediante un espejo inver-
tido. Verificar que el pozo control de crecimiento
vire a rosa. La CMI es la concentracién mds baja
del antifiingico que no muestra cambio en el co-
lor. La CMI de anfotericina se lee a las 24 horas;
el punto de corte es fdcil de definir. El fenémeno
de zona trailing descrito en los azoles se obser-
va con baja frecuencia (fig. 11.2). La correlacién
con el método de referencia del CLSI es de 43 a
100 %.

Fig. 11.2. Panel Sensititre Yeast One. El primer pozo de |a fila A es el
control de crecimiento (rosa). Las CMIIs) para AMB, FLZ, ITZ, KTZ, 5-FC y
VRZ observadas en las filas B, C, D, E, F y G son de 0.5, 256, =16, 8, 0.06
y B pg/mi, respectivamente.

FunGITEST®

Este método es semicuantitativo y se basa en
la técnica de microdilucién del CLSI, la galeria
con 16 pozos, la cual incluye seis antifiingicos
(anfotericina B (AMB), 5-fluorocitocina (5FC),
miconazol, ketoconazol (KTZ), itraconazol (ITZ)
y fluconazol (FLZ)), en dos concentraciones dife-
rentes (2-8, 2-32, 0.5-8, 0.5-4, 8-64 ul/ml, respec-
tivamente) y dos pozos controles y un indicador
de oxidorreduccion, el cual cambia de color azul
(ausencia de crecimiento) a rosa (crecimiento).

187
Preparacion del inoculo

® Preparar una suspension de levaduras de
24 de crecimiento en 3 ml de agua destila-
da y ajustar a la concentracién del tubo 1 de
McFarland. De esta suspensién hacer una di-
lucién 1/20, para obtener una concentracion
final 1 X 10° UFC/ml.

® Inocular cada uno de los pozos con 100 pl
de la suspensién. Incubar a 35 °C durante 48
horas.

Los criterios de interpretacién son: sensible, in-
termedio o resistente (fig. 11.3). La limitacion de
esta técnica es la incorporacién de sélo dos con-
centraciones de antifingicos.

_ FUNGITEST®

[vow oW

-
-
=
=
-
=
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-
-

OMO4TR

SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR

Fig. 11.3. Placa de Fungitest. Aislado de C tropicalis sensible a AMB, 5FC
lambos en color azul) y resistente a ITZ y FLZ [ambos en color rosa).

ATB Funcus 2

Es un método que para realizarse cuenta con
galerias de 16 pares de pozos; 15 pares contie-
nen diferentes concentraciones de 4 antifiingicos
(5-FC, 0.5-64 pl/ml; AMB, 0.5-16 ul/ml; FCA,
0.25-128 pl/ml; ITR, 0.125-4 ul/ml) y un par son
utilizados como controles. El indculo se prepara a
partir de un cultivo levaduriforme de 24 horas de
crecimiento; la suspension se ajusta a una concen-
tracion correspondiente al tubo 2 de McFarland.
Se debe transferir 100 ul a una dmpula de 7 ml
de ATBF y depositar 135 pl en cada pozo de la
galeria.
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Incubar a 35 °C durante 48 horas. La lectura se
realiza visualmente o con el sistema ATB o mini
API. La interpretacién de la turbidez se clasifica en
sensible, intermedio y resistente (fig. 11.4).

e MO OO O G ever LE
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Fig. 11.4. Galeria de ATB fungus 2

METODO DE MICRODILUCION
EN CALDO PARA HONGOS
FILAMENTOSO0S (M38-A2)

Este método no ha sido evaluado para todos los
hongos filamentosos. El medio de cultivo, pH, la
preparacion de la solucion madre de los diferentes
antifiingicos y las diluciones son similares al méto-
do de microdilucién para levaduras (M27-A3).

Preparacidn del indculo

® Preparar una suspension a partir del creci-
miento fiingico de siete dias, en tubo con el
medio que favorezca mejor la conidiacion
(como agar papa dextrosa). La incubacién
generalmente es a 35 °C, pero para algunos
hongos como Fusarium la incubacién du-
rante los dos primeros dias es a 35°C y los
cinco dias restantes a 28 °C.

® Cubrir el crecimiento flingico con 1 ml de so-
lucién salina estéril al 0.85 % y desprender
los conidios suavemente con ayuda de una
pipeta Pasteur.

* Transferir la suspensién a un tubo estéril.

* Agitar con vértex durante 15 segundos.

* Ajustar el niimero de conidios para obte-
ner una concentracién de 0.4 x 10* a 5 x
10* UFC/ml.

CAP. 11. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

® Diluir la suspension 1:50 en RPMI 1640.

* Inocular 100 pl en cada pozo de la fila corres-
pondiente, de una microplaca de 96 pozos.

* [ncubar las placas a 35°C, de 24 a 96 horas,
dependiendo del hongo filamentoso en es-
tudio.

» Realizar las lecturas visuales para determinar
la CMI, que corresponde a 100 % de inhibi-
cién, para AMB, ITZ, VRZ y PZC. Para FLZ
y KTZ, la CMI corresponde a 50 % de inhibi-
cidn y para TRB 80 % de inhibicion.

* Como control de indculo, hacer una dilucion
1:100 de la suspensién; sembrar 2 pl de esta
suspension en una placa de agar dextrosa
Sabouraud e incubar a 28 °C, hasta observar
crecimiento.

Actualmente no existen puntos de corte bien de-
finidos, pero con base en diversos reportes de estu
dios in vitro en gran nimero de aislados clinicos,
se considera la CMI =1 pg/ml, sensible; 2 pug/ml,
intermedia v = 4 pg/ml, resistente.

METODOS DE DIFUSION
E-Test®

Este método de difusién se basa en un gradien-
te definido de antifiingico, incorporado a tiras
de plastico delgadas, inertes y no porosas, de 5 X
60 mm. La tira se divide en dos partes:

La parte superior muestra el codigo E, que
corresponde a la prueba (E-Test) y las iniciales
que identifican al antifingico.

La parte inferior estd calibrada con las concen-
traciones de la droga en pg/ml (Biodisk, Solna
Sweden) (fig. 11.5).

El método es facil de realizar y se usa para de-
terminar la CMI del antifingico necesaria para
inhibir el crecimiento de levaduras en un medio
estandarizado (RPMI 1640). E-Test es una opcion
como alternativa para probar la sensibilidad anti-
fiingica en levaduras patégenas.

La reproducibilidad de una prueba depende de
una buena estandarizacion del inéculo, la tem-
peratura y el tiempo de incubacién. La principal
desventaja se presenta cuando hay dificultad para
definir el borde preciso de la zona de inhibicion,
particularmente cuando se trata de fluconazol y
Candida tropicalis. Para limitar el error en la lec-
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Escala de lectura
CMI (pg/ml)

Gradiente
exponencial
del antifungico
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Fig. 11.5. Tira de E-test. La parte superior identifica al antifungico
[FL = fluconazol) y en la parte inferior se encuentra la escala de con-

centracion.

tura de los puntos de interseccidn, se recomienda
gue la prueba sea leida por la misma persona.

El medio de cultivo contiene RPMI 1640
(10.4 g/t), MOPS (34.53 g/t), glucosa al 2% y
agar 1.5%, pH 7.0 = 0.1.

El in6culo se prepara de un cultivo de 24 ho-
ras de crecimiento en agar dextrosa Sabouraud
en 3 ml de solucion salina estéril al 0.85% vy se
ajusta a una concentracion equivalente al tubo de
0.5 de McFarland. Se introduce un hisopo en la
suspension y se inoculan las placas de agar RPMI
1640 por estria cerrada en tres direcciones. Dejar
secar durante 10 minutos y aplicar las tiras de E-
Test. Incubar a 35°C durante 24 a 48 horas para
Candida spp y hasta 72 horas para Cryptococcus
neoformans.

La lectura de la CMI del antifiingico es el punto
de interseccién de la elipse de inhibicién de creci-
miento con la tira (fig. 11.6). Los diferentes patro-
nes de lectura son los siguientes:

* Punto de interseccién bien definido.

* Crecimiento de microcolonias dentro de la
zona de inhibicidn.

* Doble halo, ilustrado por el crecimiento de
microcolonias, justo en el borde de inhibicidn.

* Crecimiento homogéneo alrededor de la tira,
que es interpretado como resistente.
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METODO DE DIFUSION EN AGAR
CON TABLETAS Y DISCOS
TasLeras (Neo-sensitag™)

En este método semicuantitativo, las tabletas
Neo-sensitab son de 9 mm v contienen diferentes
antifingicos (Rosco Diagndstica); permite la con-
figuracion de los antifungigramas, segtn el interés
terapéutico concreto y su realizacién es similar a
los antibiogramas convencionales para bacterias.
La estabilidad de las tabletas a temperatura am-
biente, con excepcidn de la anfotericina B, es una
ventaja adicional.

Medio de cultivo de Shadomy para 1000 ml.

Solucion A: Tampon 0.01M, pH 7, en 900 ml de
agua destilada.

e NaH,PO, 1.56g
e NaPO, 1.78g
e Agar-agar 15g

Solucién B: En 100 ml de agua destilada.
* Base nitrogenada 6.7 g

* D-glucosa 10 g
® L-asparagina 1.5g

Fig. 11.6. Prueba de E-test. La CMI de la placa superior izquier-
da, 1.0 ug/ml; la placa superior derecha, 3.0 pg/ml; la placa inferior,
=256 pg/ml
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En la solucidn A hay que disolver los ingredien-
tes y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. La
solucién B se esteriliza por filtracién. Después hay
que verter B en A cuando esta tltima esté a una
temperatura aproximada de 45°C vy, por udltimo,
hay que vaciar en cajas de Petri.

Preparacion del indculo

A partir de una colonia levaduriforme de cre-
cimiento de 24 horas, realizar una suspension en
solucidn salina al 0.85 % y ajustar a una concen-
tracidn equivalente al tubo de 0.5 de McFarland.

Inoculacion de las placas: colocar 2 ul de la
suspension de levaduras y distribuirla sobre la pla-
ca con ayuda de un asa bacteriolégica, por estria
cerrada. Dejar secar durante 15 minutos y aplicar
las tabletas (fig. 11.7).

Fig. 11.7. Prueba de Neosensitab. En tres de |as tabletas con antifingi-
co no se observa halo de inhibicion, cuyo significado es la resistencia.

Interpretacion: los halos de inhibicién en mm
se comparan con la referencia del proveedor (cua-
dro 11.6).

Cuadro 11.6. Puntos de corte para las tabletas
con antifingico.

S (sensible)

I (intermedio) 20-25
R (resistente) <20

CAP. 11. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

Discos (pocumento M44-A2)

Es una técnica sencilla y fdcil de realizar, en
la que se estudia la sensibilidad de las levaduras
frente a diferentes antifiingicos, de acuerdo con
el halo de inhibicién que se forma por la difusién
del antifiingico en el agar Mueller Hinton (AMH).

Para la preparacién del medio de cultivo, se
emplea AMH adicionado con 2 % de glucosa y
0.5 % pg/ml de azul de metileno.

Solucidn A: Solucién madre de glucosa: 40 gra-
mos en 100 ml de agua destilada.

Solucion B: Solucién de azul de metileno: 0.1
gramo en 20 ml de agua destilada.

¢ Colocar 100 pul de la solucion B en la solu-
cién A.

® Esterilizar por filtracién y afiadir 1 ml a las
placas de 9 cm que contienen AMH, 0 2.9 ml
a las de 15 cm. Dejar que se absorba durante
toda la noche.

* El indculo se ajusta a una concentracion de
1-5 X 10° UFC/ml.

* Las placas se inoculan utilizando un hisopo
impregnado con la suspensién de la levadura
problema y se distribuye en tres direcciones
por estria cerrada.

¢ Dejar secar durante 15 minutos y colocar los
discos en la superficie del AMH.

* Incubar a 35°C durante 24 horas para leva-
duras del género Candida y 48 horas para C.
neoformans.

* Los halos de inhibicién se miden y se expre-
san en mm. Actualmente sélo existen pun-
tos de corte estandarizados para fluconazol
(cuadro 11.7 y fig. 11.8).

Cuadro 11.7. Puntos de corte para los discos de 25 ug
de FLZ.

S (sensible)

5-DD (sensible dosis- _
dependiente] i

b imansiomm A I s RS |
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Fig. 11.8. Método de difusion en agar con discos (FLZ): izquierda, 8 pg/ml (sensible);
derecha, 64 pg/mi (resistente)
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Los laboratorios de micologia médica no estan
exentos de los accidentes de trabajo a los que se
hallan expuestos otros laboratorios; sin embar-
go, éstos pueden reducirse al minimo si se apli-
can las mds elementales normas de seguridad y
prevencién de los mismos, las cuales debera co-
nocer el personal a través de programas de adies-
tramiento.

En los siguientes apartados se hace hincapié en
algunas medidas de seguridad y procedimientos
adecuados para aplicar en caso de accidentes, asi
como en algunas normas para elevar la calidad en
el trabajo de laboratorio.

RIESGOS BIOLOGICOS

La manipulacion de hongos generalmente repre-
senta un riesgo de grado variable para el personal
del laboratorio de micologia. Como en los labora-
torios de bacteriologia, parasitologia y virologia,
existen organismos de alta patogenicidad que de-
ben ser manipulados con cuidados extremos para
eliminar toda posibilidad de infecciones.

A pesar de que la mayoria de los hongos cau-
santes de alguna micosis representa un riesgo para
el hombre, solamente C. immitis, P. brasiliensis,
H. capsulatum, B. dermatitidis y Cladophialopho-
ra bantiana se consideran altamente patégenos,
por lo que deben manipularse extremando los cui-
dados y utilizando campanas de seguridad biol6-
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gicas con aire filtrado y autoclave o incinerador
(cuadro 12.1).

Los hongos se clasifican en tres grupos de
acuerdo con la capacidad que tienen de causar-
enfermedad.

Grupo 1. Hongos de los que no se han reporta-
do, hasta el momento, casos de enfermedad alér-
gica, téxica o invasiva.

Grupo 2. Agente biolégico que puede causar
una enfermedad en el hombre y suponer un pe-
ligro para los trabajadores, siendo poco probable
que se propague a la colectividad y existiendo ge-
neralmente profilaxia y tratamiento eficaz.

Grupo 3. Agente biologico que puede causar
una enfermedad en el hombre y suponer un pe-
ligro para los trabajadores, con riesgo de que se
propague a la colectividad y existiendo general-
mente profilaxia y tratamiento eficaz. A: posibles
efectos alérgicos. Datos obtenidos y minimamente
modificados de la Normativa Espafiola descrita en
el Real Decreto 664/1997.

El resto de los hongos puede ser manipulado
con campanas de seguridad biolégica de flujo la-
minar. Si no se dispone de este equipo, se debe
desinfectar la mesa de trabajo, evitar las corrientes
bruscas de aire y utilizar dos mecheros. Los tubos
de cultivo con desarrollo de colonias se incuban a
26°C, y se anota la fecha de la siembra sin mani-

. pularlos en exceso hasta la fecha de lectura.
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Cuadro 12.1. Clasificacion de los hongos de acuerdo
con el grupo de riesgo.

Blastomyces dermatitidis 3 R
(Ajellomyces dermatitidis) A
Candida albicans 2 A
Candida tropicalis =~ 2 Lo

hora bantiana 3
(antes Xylohypha bantiana,

bantianum o

trichoides) :
Coccidivides immitis 3 A
Cryptococcus 2 B,
(Filobasidiella neoformans) i
Cryptococcus 2 A
(Filobasidiella bacillispora) \
Emmonsia parva var. parva 2
Emmonsia parva var. crescens 2
Epidermphyton floccosum 2
Fonsecae pedrosoi 2
Histoplasma capsulatum var. 3
(Ajellomyces capsulatus)
Histoplasma capsulatum var 3
duboisii
Madurella grisea 2
Madurella mycetomatis 2
Microsporum spp 2
Neotestudina rosatii 2
Paracoccidioides brasiliensis 3 s
Penicillium marneffei 2 A
Scedosporium apiospermum 2
(Pseudallescheria boydii) :
Scedosporium proli 2
(inflatum)
Sporothrix Schenckii 2
Trichophyton rubrum 2
Trichophiyton spp 2

Los hongos de alta patogenicidad se incuban en
un lugar diferente al del resto de los cultivos, de
preferencia en dreas especificas para este fin, de
tal manera que los cultivos puedan ser observados
sin tener que manipular los tubos.

Al terminar de sembrar las muestras biologi-
cas o resembrar estos hongos, se desinfecta el
drea de trabajo con alcohol al 96 %, cloro dilui-
do o con fenol al 5 %; actualmente existen sus-

tancias quimicas en el mercado para desinfectar
superficies.

El personal debe lavar sus manos con agua y
jabdn y evitar llevarlas a los ojos o a las mucosas.
No debe trabajar con hongos, especialmente con
los agentes de micosis subcutdneas, si se tienen
heridas o escoriaciones en las manos.

Una vez que se desechan los cultivos, se esteri-
lizan en autoclave a 121 °C durante 60 minutos o
en el incinerador antes de lavar el material.

En caso de ruptura de tubos con hongos alta-
mente patdgenos, se recomienda avisar al resto
del personal de laboratorio para que lo abandonen
de inmediato. Posteriormente hay que humedecer
una toalla con suficiente agua para depositarla so-
bre el material roto y los fragmentos de cultivo;
se recoge el material, se repite el mismo procedi-
miento con una nueva toalla humedecida hasta
dejar completamente limpia la superficie y luego
se desinfecta con fenol al 5 %.

Todo el material contaminado debe esterilizarse.

Las personas que han sido expuestas a estos acci-
dentes deben ser vigiladas clinicamente durante va-
rias semanas para detectar cualquier sintomatologia
atribuible a alguna micosis. Se les practicardn reac-
ciones serolégicas y pruebas intradérmicas para vi-
gilar seroconversiones o cutirreacciones positivas.

Uno de los problemas mds frecuentes en los
laboratorios de micologia médica es la contamina-
cion de cultivos y materiales por los llamados hon-
gos contaminantes, por lo que la limpieza cons-
tante y adecuada de todas las dreas del laboratorio
debe ser prioritaria.

Al mismo tiempo, son importantes las siguien-
tes medidas que se deben cumplir estrictamente
en el interior del laboratorio:

No comer ni beber.

No fumar.

No tener plantas naturales.

Llevar ropa de trabajo limpia.

Evitar corrientes de aire.

No permitir la entrada a visitas o personas
extranas al laboratorio.

RIESGOS DE EQUIPO Y MATERIAL

Para evitar los accidentes, incendios, quemadu-
ras o inhalacién de productos tdxicos, deben ser
observadas las medidas de seguridad que a conti-
nuacion se mencionan:
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1. No usar ropa de vestir ni de trabajo hecha
con materiales 100 % sintéticos.

2. Hacer revision y mantenimiento periddico
del equipo electromecdnico, como motores, cen-
trifugas, agitadores, etcétera.

3. Tener fuera del laboratorio un drea de alma-
cén de reactivos, medios de cultivo y materiales
diversos, almacenando los frascos de alcohol, aci-
dos y dlcalis sobre tarimas de madera en el suelo.

4. Manipular los productos quimicos, como cdus-
ticos, corrosivos, inflamables o venenos, con guan-
tes resistentes, de preferencia de asbesto.

5. Depositar las basuras en recipientes cerra-
dos, separando los materiales no contaminados
de los contaminados y depositar estos tltimos en
recipientes de preferencia metdlicos para esterili-
zarlos antes de lavarse o desecharse. Este rubro es
particularmente importante para los desechos de
biologfa molecular.

6. Disponer de una regadera de presion cercana
para los casos de quemaduras por dcidos o dlcalis.

7. Usar pipetas automadticas.

8. Tener disponibles guantes, cubrebocas y pro-
tectores de cara para manejar inhalantes txicos o
corrosivos.

9. Tener dentro del laboratorio un extinguidor
para fuego producido por madera o papel y otro
para fuego eléctrico o de fluidos, como alcohol o
benceno.

10. Disponer de una manta automdtica para
cubrir totalmente a la persona en caso de quema-
duras.

11. Tener un botiquin de primeros auxilios, que
ademds contenga soluciones neutralizantes de dci-
dos y dlcalis, como bicarbonato de sodio al 5% y
4cido bérico al 3 %, respectivamente. Estos deben
ser aplicados sobre las mucosas o la piel afectada,
previo lavado con abundante agua.

12. Extremar las precauciones de almacena-
miento y manejo de tanques de gas, poniéndolos
en lugares bien ventilados y no accionando sin
necesidad las valvulas; y probar éstas con jabona-
dura periédicamente.

13. Los lugares de circulacién del personal en el
laboratorio deben ser del tipo de los corredores sin
fin, para no quedar atrapados en caso de acciden-
tes. Se debe disponer de salidas de emergencia.

14. Los animales de experimentacién no deben
permanecer en los laboratorios; para ello es conve-
niente disponer de bioterios y salas de manejo de
animales, que guarden todas las normas sanitarias
v garanticen la buena marcha de los experimentos.

MANEJO DE LAS MUESTRAS 195

15. Tener en un lugar visible los teléfonos de
emergencia, como el de bomberos, talleres de man-
tenimiento y cuerpo de gobierno de la institucién.

MANEJO DE LAS MUESTRAS
DE ALTO RIESGO

Se consideran muestras de alto riesgo aquellas
que proceden de pacientes con diagnéstico com-
probado de hepatitis viral tipo B o de otras enfer-
medades infectocontagiosas, como la tuberculosis.

Sin embargo, actualmente las muestras que
mds cuidados necesitan para su manipulacién son
las de pacientes con sida. A continuacién se men-
cionan las principales medidas recomendadas por
la OMS y por el Center for Diseases Control (CDC)
para la prevencién de infecciones accidentales en
el personal de laboratorio:

1. Lavarse las manos antes y después del con-
tacto con los pacientes.

2. No reutilizar las jeringas y agujas después de
sangrar o puncionar a los pacientes.

3. Desechar jeringas, agujas, recipientes, fras-
cos, gasas y todos los utensilios empleados en la
toma y manejo de las muestras, envolviéndolos
en papel resistente y cerrando perfectamente el
paquete con cinta adhesiva antes de esterilizarlo
o incinerarlo.

4, Usar guantes desechables, cubrebocas y bata
cerrada.

5. Utilizar gafas o mascarillas si hay riesgo de
salpicaduras o contacto con algin aerosol de los
pacientes.

6. Hacer un pipeteo mecdnico de los fluidos
patolégicos.

7. Desinfectar el lugar de trabajo donde se pro-
cesan las muestras con hipoclorito de sodio al
0.5 %, formol al 20 % o con fenol al 5%, antes y
después de usarlo.

8. Manejar las muestras v el material empleado
con movimientos lentos y seguros para evitar tirar-
los y ocasionar punciones accidentales o cortadu-
ras. En caso de producirse heridas, éstas deberdn
lavarse enérgicamente con agua y jabén antisépti-
co y vigilar al accidentado con reacciones serolagi-
cas periddicas. Téngase en cuenta que el riesgo de
infeccién en las personas que sufren una inocula-
cion accidental es muy bajo, inferior al 1 %.

9. Muchos autores no recomiendan etiquetar
en forma especial las muestras de pacientes con
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sida, en vista de que todas las muestras patolé-
gicas deben ser manejadas con extremo cuidado;
sin embargo, la falta de esta etiqueta podria causar
una falsa confianza en el manejo de las muestras.

CONTROL DE CALIDAD

Los programas de control de calidad no deben
dejarse al margen si se pretende desempefar un
trabajo de laboratorio de alta calidad. Estas medi-
das se fijan de acuerdo con el nivel de cada labora-
torio, sus funciones y sus programas, pero ninguno
de éstos debe dejar de contemplar la vigencia de
calidad en el renglén de materiales, cultivos, reac-
tivos, colorantes, equipo y técnicas empleadas.

El encargado de llevar el seguimiento del con-
trol de calidad debe registrarlo en la computadora,
v bien, en un libro de anotaciones ex profeso, con
todos los datos concernientes a los programas de
control de calidad.

MATERIALES

Los materiales como papel, algodon, vidrieria,
jeringas, etc., deberdn adquirirse de una calidad
aceptable. Conviene observar las instrucciones de
uso y conservacion y no reutilizar el material dese-
chable.

Hay que almacenar el material en lugares lim-
pios y secos y desechar el material de vidrieria
cuando haya roturas, para evitar accidentes. Una
vez envuelto y esterilizado el material, debera
almacenarse en lugares limpios y cerrados y no
usarlo después de dos meses de almacenamiento.

CuLnivos

Los medios de cultivo y los medios para las
pruebas fisiolégicas se deben almacenar en luga-
res frescos y secos y no usarlos después del limite
de vigencia anotado en las etiquetas. Es necesario
anotar los medios en una lista y marcar la fecha de
su adquisicion, lote y cantidad existente, asi como
seguir las instrucciones de preparacion, esteriliza-
cion y uso de los medios.

De un lote de medios preparados se separa una
parte para hacer pruebas de esterilidad, dejando
algunos durante tres dias a temperatura ambiente
y otros a 37°C.

Es conveniente probar cada lote de medios para
constatar su efectividad, inoculdndolos con hongos
para verificar un adecuado desarrollo, o bien, some-
tiendo los medios a pruebas fisiolégicas con organis-
mos conocidos para que den la reaccion deseada.

REACTIVOS Y COLORANTES

Se recomienda no usarlos después de seis me-
ses de su preparacion y desecharlos si aparecen
cambios de coloracién, contaminacién o precipi-
tacion. Solo deben prepararse las cantidades de
reactivos y colorantes que se estimen necesarias
para ser utilizadas a corto tiempo. Hay que com
probar la calidad de los reactivos y colorantes en
forma periédica haciendo frotis y diversos tipos
de preparaciones microscopicas; una vez que st
observe disminucién de la calidad de estos mate
riales, deben desecharse de inmediato.

Eauiro

Todo el equipo de laboratorio debe estar inven
tariado, anotando marca, modelo, niimero de se
rie, fecha de adquisicion, proveedor y costo, asi
como el nimero de inventario de la institucién.
Asimismo, se deben tener disponibles el manual
de operaciones de cada aparato, sus cuidados y
fechas de mantenimiento.

Es necesario constatar peridédicamente la tem-
peratura de las incubadoras, refrigeradores y con-
geladoras. Las variaciones de un grado por encima
o por debajo de la temperatura seleccionada son
aceptables. Los bafios de agua se deben preparar
con agua destilada o desionizada y la temperatura
no debe variar en mas de 1 grado Celsius, por lo
que deben ser revisados diariamente.

Las autoclave se deben probar cada vez que
se usen, marcando los materiales por esterilizar
con cinta testigo como prueba de esterilidad. Se
requiere limpiar el interior de la autoclave cada
semana, vigilando que el nivel de agua sea el in-
dicado y que los empaques cierren perfectamente
para que la presidn y la temperatura alcancen los
topes deseados.

Los hornos de calor seco deben contener un ter-
moémetro que indique la temperatura durante el
proceso de esterilizacién; no conviene usar estos
hornos para calentar otros materiales diferentes

. de los que van a esterilizarse.
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En relacién con las centrifugas, hay que vigilar
dque en éstas siempre funcione adecuadamente el
tacometro, que siempre estén niveladas y que las
camisas se hallen en buen estado y limpias; debe
asegurarse que el peso de los tubos con el material
para centrifugar esté bien nivelado.

Los potenciémetros deben ser calibrados con
soluciones buffer conocidas antes de usarlos. Los
electrodos deben ser revisados y estar siempre su-
mergidos en soluciones buffer o agua destilada.

Es conveniente que los microscopios estén siem-
pre limpios, tanto el sistema optico como las partes
fijas; asimismo, deberdn quitarse las preparacio-
nes inmediatamente después de observarlas, cui-
dando de no humedecer la platina con liquidos de
montaje.

Una vez terminada la observacion, se colocan
cubiertas para protegerlo del polvo. El sistema op-
tico debe ser ajustado periédicamente y darle cada
ano mantenimiento de limpieza y engrasado.

A los espectrofotémetros, balanzas de presion y
campanas de seguridad biolégica se les daran los
cuidados indicados en los instructivos y su funcio-
namiento debe ser revisado por un técnico exper-
1o, en el tiempo indicado en dichos instructivos.

TECNICAS DE LABORATORIO

Ademds de los manuales, libros de consulta y
otras fuentes de informacion existentes en los la-
boratorios de micologia médica, se debe disponer
de un manual de técnicas y procedimientos de la-
boratorio para utilizarlo en forma rutinaria o even-
tual, conforme a la programacion y actividades
que desarrolla dicho laboratorio.

De acuerdo con la experiencia y recursos mate-
riales, cada laboratorio debe elegir las técnicas que
utilizard en forma rutinaria; no obstante, siempre
se estara en condiciones de utilizar otras técnicas
alternativas o de hacer modificaciones de éstas.

Se debe disponer de protocolos para las técnicas
de aislamiento e identificacion de los hongos que
pertenecen a grupos muy similares, como las leva-
duras, los dermatofitos o los hongos de las micosis
profundas. De esta manera, utilizando los mismos
recursos, se pueden obtener todas las posibilida-
des de aislamiento de los hongos contenidos en
estos grupos.

La actualizacién de las técnicas de laboratorio
serd un indicio de la eficacia y calidad del labora-
torio de micologia.
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PRECAUCIONES QUE DEBE
TENER EL PERSONAL DE
LABORATORIO

1. Mientras se trabaja con material potencial-
mente infeccioso, se deberd usar bata o uniformes
de laboratorio.

2. Se deberdn usar guantes para evitar el con-
tacto directo de la piel con sangre, especimenes
que contengan sangre, objetos manchados de san-
gre, liquidos corporales, excreciones, secreciones,
asi como superficies, materiales y objetos expues-
10s a esos productos.

3. Lavarse las manos con los guantes puestos
con hipoclorito de sodio al 5% diluido en agua
1:10, cada media hora.

4. No se deberd comer o fumar en las dreas de
trabajo.

5. Lavarse las manos después de quitarse la
ropa protectora y antes de salir del laboratorio. Se
dejard la bata en el sitio de trabajo y sélo se sacard
para lavarla.

6. Después de cualquier derrame de material
potencialmente infeccioso es preciso limpiar la su-
perficie de trabajo de los laboratorios con hipoclo-
rito de sodio al 0.05 %.

7. No abrir la centrifuga hasta que haya parado
totalmente.

8. Limpiar la centrifuga con hipoclorito cada
VeZz que se use.

9, No emplear la boca para succionar liquidos
con cualquier clase de pipeta. Usense pipetas au-
tomdticas y jeringas con tubo de hule para las pi-
petas de vidrio.

10. Tener un recipiente con hipoclorito para de-
secho, en el que se verterd el material utilizado.
En el cuadro 12.1 se incluyen los hongos conside-
rados patégenos, para los cuales deben tenerse los
cuidados necesarios.

MEDIDAS PREVENTIVAS QUE
DEBE VIGILAR EL JEFE
DE SECCION

* [nformar al personal bajo sus 6rdenes de las me-
didas de proteccién que se deben emplear.

* Colocar la informacién con las medidas en un

lugar visible.

Firmar de enterado todo el personal a su cargo.

Proporcionar todo el material necesario para

cumplir con las medidas preventivas.
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En relacion con las centrifugas, hay que vigilar
que en éstas siempre funcione adecuadamente el
tacometro, que siempre estén niveladas y que las
camisas se hallen en buen estado y limpias; debe
asegurarse que el peso de los tubos con el material
para centrifugar esté bien nivelado.

Los potenciémetros deben ser calibrados con
soluciones buffer conocidas antes de usarlos. Los
electrodos deben ser revisados y estar siempre su-
mergidos en soluciones buffer o agua destilada.

Es conveniente que los microscopios estén siem-
pre limpios, tanto el sistema dptico como las partes
fijas; asimismo, deberdn quitarse las preparacio-
nes inmediatamente después de observarlas, cui-
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Una vez terminada la observacidén, se colocan
cubiertas para protegerlo del polvo. El sistema op-
tico debe ser ajustado periédicamente y darle cada
ano mantenimiento de limpieza y engrasado.
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duras, los dermatofitos o los hongos de las micosis
profundas. De esta manera, utilizando los mismos
recursos, se pueden obtener todas las posibilida-
des de aislamiento de los hongos contenidos en
estos grupos.

La actualizacién de las técnicas de laboratorio
serd un indicio de la eficacia y calidad del labora-
torio de micologfa.
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mente infeccioso, se deberd usar bata o uniformes
de laboratorio.

2, Se deberdn usar guantes para evitar el con-
tacto directo de la piel con sangre, especimenes
que contengan sangre, objetos manchados de san-
gre, liquidos corporales, excreciones, secreciones,
asi como superficies, materiales y objetos expues-
tos a esos productos.

3. Lavarse las manos con los guantes puestos
con hipoclorito de sodio al 5% diluido en agua
1:10, cada media hora.

4. No se debera comer o fumar en las dreas de
trabajo.

5. Lavarse las manos después de quitarse la
ropa protectora y antes de salir del laboratorio. Se
dejard la bata en el sitio de trabajo y sélo se sacara
para lavarla.

6. Después de cualquier derrame de material
potencialmente infeccioso es preciso limpiar la su-
perficie de trabajo de los laboratorios con hipoclo-
rito de sodio al 0.05 %.

7. No abrir la centrifuga hasta que haya parado
totalmente.

8. Limpiar la centrifuga con hipoclorito cada
VeZ que se use.

9, No emplear la boca para succionar liquidos
con cualquier clase de pipeta. Usense pipetas au-
tomadticas y jeringas con tubo de hule para las pi-
petas de vidrio.

10. Tener un recipiente con hipoclorito para de-
secho, en el que se verterd el material utilizado.
En el cuadro 12.1 se incluyen los hongos conside-
rados patégenos, para los cuales deben tenerse los
cuidados necesarios.

MEDIDAS PREVENTIVAS QUE
DEBE VIGILAR EL JEFE
DE SECCION

* Informar al personal bajo sus érdenes de las me-
didas de proteccion que se deben emplear.

* Colocar la informacién con las medidas en un
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* Firmar de enterado todo el personal a su cargo.
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cumplir con las medidas preventivas.
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MEDIDAS PREVENTIVAS QUE
OBSERVARA LA COORDINACION
DE TOMA DE PRODUCTOS

1. Proporcionar el nimero de guantes y cubre-
bocas que necesita el personal cada semana y lle-
var el control de consumo de este material diaria-
mente.
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Acérvulo. Grupo de hifas estrechamente unidas que
producen conidiéforos cortos perfectamente empa-
quetados.

Acido-resistencia. Propiedad tintorial de una pared ce-
lular que retiene los colorantes bdsicos aun con tra-
tamiento dcido.

Acrépeta. Producido hacia el dpex; con referencia a la
cadena de conidios, el conidio mds joven estd en la
punta y el mds viejo en la base.

Actinomiceto. Bacteria filamentosa del orden causante
de la seudomicosis.

ADN. Acido desoxirribonucleico.

Aerdbico. Que crece en presencia de oxigeno molecular.

Aleuroconidio. Conidio que se desarrolla a medida que
se expande un extremo de una célula conididgena o
rama. Es liberado por lisis o fractura de la célula de
sostén,

Anaerdbico. Que crece en ausencia de oxigeno mo-
lecular.

Anamorfico. Estado asexual del ciclo de vida de los
hongos.

Anélide. Célula conidiégena que produce conidios blas-
ticos, dejando una cicatriz semejante a un anilloen la
pared de la boca de la fidlide.

Aneloconidio. Conidio que al desprenderse de la anéli-
de deja una cicatriz en forma de anillo.

Anteridio. Gameto masculino,

Anticuerpo. Inmunoglobulina que interactia solamen-
te con el antigeno que indujo su formacion.

Antigeno. Cualquier sustancia capaz de inducir una
respuesta inmunoldgica celular o humoral.

Antropofilico. Hongo cuyo hdbitat natural es el hombre.

Apdfisis. Hinchamiento. Eltérmino se aplica basicamen-
te a la parte abultada de un esporangidforo inmedia-
tamente por debajo de la columnela.

Apotecio. Ascocarpo, abierto, plano o en forma de copa.
Las ascas estdn en un himenio.

ARN. Acido ribonucleico.
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Glosario

Artroconidio. Conidio tdlico producido por fragmenta-
cidn de la hifa y que se libera por un proceso de lisis.

Asca. Estructura en forma de saco que contiene ascos-
poras que se forman como resultado de cariogamia
¥ meiosis.

Ascocarpo. Cuerpo fructifero complejo que contiene
dSCdAS,

Ascogonio. Gameto femenino praducido por un Asco-
mycete.

Ascomycetes. Grupo de hongos que se reproduce por
medio de ascosporas.

Ascomycota. Categoria taxondmica (phylum) de los
hongos en la cual la reproduccién es de tipo sexual
formdndose ascas con ascosporas.

Ascospora. Espora haploide producida generalmente
dentro de una asca.

Aseptado. Referente al filamento fungico, que carece de
septos. //Sindnimo de cenocitico.

Aspergiloma. Masa fiingica formada por filamentos de
Aspergillus spp, que se desarrolla en cavidades pre-
existentes.

Autdtrofo. Organismo capaz de sintetizar los hidratos de
carbono a partir de anhidrido carbénico, de manera
gue no necesita tomarlos ya constituidos.

Auxanograma. Método para determinar la capacidad
de los micoorganismos de utilizar diversas fuentes
de carbono o nitrogeno para su crecimiento.

Auxotrofo. Hongo que para su desarrollo en un medio
requiere sustancias especificas.

Balistoconidio. Conidio que se descarga a presion.

Basduxica. Célula conididgena que sufre un aumento de
longitud después de cada conidiacion.

Basidio. Estructura a partir de la cual se forman las basi-
diosporas como resultado de la cariogamia y meiosis,
los basidios son caracteristicos de los Basidiomycetes.

Basidiocarpo (carpdforo). Cuerpo fructifero de los Ba-
sidiomycetes que contiene a los basidios y basidios-
pora.
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Basidiomycota. Categoria taxonémica (phylum) de los
hongos en la cual la reproduccién es de tipo sexual,
formdndose basidios con basidiosporas.

Basidiospora. Espora haploide producida sobre el basi-
dio después de la plasmogamia y cariogamia.

Basipeta. Producida en la base; se refiere a una cadena
de conidios en donde el conidio mds joven se locali-
za en la base,

Biseriada. Término que se aplica a una cabeza aspergi-
lar y en la cual las fidlides se originan de profidlides
(métulas).

Biverticilado. Con referencia al género Penicillium, con
dos o, raramente, tres niveles de ramificaciones di-
rectamente debajo de la fidlide.

Blastoconidio. Conidio holobldstico que se produce en
forma solitaria, sincrondgena o en cadenas.

Botriosa. Forma de reproduccién en la que se generan
sincronicamente varios conidios en la superficie de
una célula conidiégena.

Cabeza aspergilar, Estructura formada por vesicula,
fidlides, fialoconidios y métulas caracteristicos del
género Aspergillus.

Candelero fivico. Hifas ramificadas e hinchadas en los
extremos, que se observan principalmente en Tricho-
phyton schoenleinii.

Candidina. Antigeno utilizado para demostrar hiper-
sensibilidad celular cutdnea a Candida.

Cdpsula. Envoltura hialina y gelatinosa que rodea a una
célula, formada generalmente por mucopolisacaridos.

Catenulada. Forma de conidiacién en la cual se consti-
tuyen cadenas de conidios.

Cebador (iniclador, “primer™). Secuencias cortas que
son complementarias a cada una de las dos hebras
del ADN.

Célula basal. En el género Aspergillus, célula de donde
emerge el conidiéforo, dando la impresion de un pie.
La base del fialoconidio en Fusarium también se con-
sidera célula basal.

Célula conidiégena. Célula que produce conidios.

Células fumagoides. Células dematiiceas, redondas,
de pared gruesa, en ocasiones septadas. Estas células
son diagnodsticas de la cromblastomicosis. //Sindni-
mo de célula esclerdtica, célula muriforme y esclero-
te de Medlar.

Circinada. En forma de circulo o de anillo,

Clamidoconidio (clamidospora). Estruciura de origen
asexual que se forma bajo condiciones de estrés, re-
donda y de pared gruesa.

Cleistotecio. Ascocarpo cerrado, generalmente con las
ascas dispuestas en forma irregular en el interior.
Coccidioidina. Antigeno usado para detectar hipersen-

sibilidad celular cutdnea a Coccidioides spp.

Collarete. Collar formado por restos de paredes celu-
lares en el extremo distal de las fidlides durante la
conidiogénesis.

Columela. Estructura en forma de domo, estéril, locali-
zada en el extremo distal del esporangiéforo.

GLOSARIO

Conidio. Propdgulo originado por un proceso de repro-
duccién asexual.

Conididéforo. Hifa especializada sobre la cual se origi-
nan directa o indirectamente los conidios.

Coremio. Conjunto de conididforos dispuestos en for-
ma paralela,

Cuerpo asterclde. Estructura formada por una levadu-
ra, rodeada de una reaccién eosinofilica que le con-
fiere un aspecto estrellade en los estudios histopato-
légicos y que se presenta en la esporotricosis.

Cuerpo en cigarro. Célula levaduriforme alargada, in-
tratisular, que corresponde a la fase parasitaria de
Sporothrix spp.

Dematidcro. Hongo provisto de pigmento marrdn oscu-
o 0 negro, de la familia Dematiaceae.

Dermatéfito. Hongo queratinofilico que pertenece a
uno de los géneros siguientes: Trichophyton, Micros-
porurmn o Epidermophyton.

Determinado. Célula conididgena que no sufre modifi-
cacién en su tamafio durante la conidiogénesis.

Deuteromycota. Denominacidén que se daba al grupo
taxonémico de hongos, de los cuales no se conoce
reproduccidn sexual. Actualmente se les denomina
hongos mitospdricos.

Dictioconidio. Conidio con septos transversales ¥ lon-
giludinales.

Dimorfismo. Propiedad que tienen algunos hongos pa-
tégenos de presentar una morfologia en vida Hbre y
otra diferente, en la fase parasitaria.

Diploide. Que tiene un niimero doble de cromosomas
(2n).

Ecotomo. Sitio de unién de dos ecosistemas. Por ejem-
plo, México y Centroamérica son el ecolomo gue une
los ecosistemas de América del Norte y América del
Sur.

Ectotrix. Tipo de parasitacién dermatofitica en la que
las esporas forman una cubierta en la parte externa
del pelo.

Endoectotrix. Infeccién del pelo en la cual las esporas y
filamentos de dermatofitos se encuentran tanto den-
tro como fuera del pelo.

Endospora. Espora producida en el interior de una esfé-
rula o de un esporangio.

Endotrix. Tipo de parasitacién dermatofitica en la cual
las esporas se encuentran en el interior del pelo.

Enterodririco. Conidio que se produce por fragmenta-
citin de ]a hifa en la cual sdlo participa la pared inter-
na y su separacién se lleva a cabo por un proceso de
rexdlisis. Ej. Coccidioides spp.

Enteroblistico. Conidio producide por un proceso
bldstico en el que s6lo participa la pared interna del
hongo.

Equinulade. Que posee equinulas o pequefias espinas.

Esclerocio. Masa densa de hifas o seudoparénquima
que forma una unidad reproductora.

Esclerote de Medlar. Ver Células fumagoides.

Esférula. Estruciura de pared gruesa semejante a un es-
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porangio que contiene endosporas que se producen
por fragmentacién citopldsmica. //Forma parasitaria
de Cocridioides spp.

Esferulina. Antigeno preparado a partir de esférulas de
Coccidioides spp. Se utiliza para detectar hipersensi-
bilidad celular cutinea.

Espora. Estructura de reproduccién en los hongos.

Esporanglo. Estructura generalmente vesiculosa que
centiene a las esporangicsporas.

Esporangiéforo. Hifa especializada portadora de un es-
porangio.

Esporangiospora. Espora asexual que se produce den-
tro de un esporangio.

Esporodoquio. Estructura en forma de cojinete que da
origen a conidiéforos y conidios.

Esporotricina. Antigeno utilizado para detectar hiper-
sensibilidad celular cutdnea a Sporothrix spp.

Esquizolisis. Proceso enzimdtico por el cual un conidio
se separa de otro o de una célula conididgena por una
disolucién del septo que los une.

Estado imperfecto. Condicién de los hongos que pre-
sentan reproduccién asexual (anamorfismo).

Estado perfecto. Condicién de los hongos que presen-
tan reproduccién sexual (teleomorfismo).

Estenoxeno. Hongo de distribucidn geogrifica limitada.
Por ejemplo, la distribucion de Coccidioides irmmitis.

Esterigma. Punio de estrechamiento que origina una
basidiospora sobre un basidio.

Estolém. Hifa horizontal al sustrato, presente en los mu-
corales, que comunica a dos esporangidforos y de la
cual pueden originarse los rizoides.

Eurixeno. Hongo con distribucién amplia en la natura-
leza. Por ejemplo, el género Aspergillus se encuentra
en todo el mundo.

Fermentacién. Capacidad de algunos hongos de utili-
zar diversos azicares como fuente de energia con
produccidn de icido y gas.

Fidlide. Estructura conididgena generalmente en forma
de botella en la cual se producen los conidios en for-
ma basipeta; el primer conidio es holobléstico y los
siguientes son enterobldsticos.

Fialoconidio. Conidio producido en una fislide.

Fision. Reproduccién asexual en la cual un cuerpo se
divide en dos o0 mis segmentos por formacién de ta-
biques.

Fungi imperfecti. Véase Deuteromycota.

Gemacidn. Forma de multiplicacion de las levaduras en
1a que la célula hija se desarrolla a partir de un brote
(gema o yema) de la célula madre.

Geofilico. Hongo cuyo hdabitat natural es el suelo.

Gimnoteclo. Ascocarpo en el cual las hifas peridiales
presentan gran desorganizacidn y las ascas estdn
distribuidas de manera irregular; generalmente es
redondo, no ostiolado.

Godetes fivicos. Depresiones observadas en la piel ca-
belluda producidas por la infeccién con T. schoen-
leinil.
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Grano. Estructura compacta formada por la agregacidn
de bacterias del orden Actinomycetales (actinomicé-
tico) o de filamentos fingicos (eumicético).

Hdbitat. Lugar natural donde vive y crece un organis-

GLOSARIC

mo,

Heterotdlico. Organismos con érganos sexuales mascu-
linos y femeninos segregados en talos distintos, de
modo que se requieren dos talos para que ocwira la
reproduccién sexual.

Hifa. Elemento tubular que representa la unidad estruc-
tural de la mayoria de los hongos.

Histoplasmina. Antlgeno utilizado para detectar hiper-
sensibilidad celular cutinea a H. capsulatum var. cap-
sulatum,

Holodrtrica. Reproduccién asexual por artroconidios
que involucra a todas las capas de la pared celular y
donde la fragmentacidn se lleva a cabo por un proce-
so de esquizdlisis.

Holobldstica. Reproduccidn asexual por blastoconidios
que involucra las dos capas de la pared fingica a
través de un proceso bldstico,

Holotdlica. Tipo de conidiacién en la que los conidios
se originan a partir de las dos capas de la célula coni-
didgena a través de un proceso tilico.

Homotdlico. Talo fiingico que no necesita otro talo com-
patible para llevar a cabo la reproduccitn sexual.
Hongo. Organismo eucariote, penteneciente al reino

Fungi.

Ide. Manifestacién cutdnea a distancia de hipersensibi-
lidad a los productos hingicos liberados durante una
infeccién.

Imbricata. Con referencia a un tipo de tifia, que presen-
ta un patrén regular de descamacidn concéntrica.
Intertriginosa. Lesién que se presenta en los pliegues

de la piel.

Levadura. Hongo unicelular redondeado u ovoide que
se reproduce por gemacion,

Levaduriforme. Célula fiingica que tiene forma de le-
vadura.

Locua. Posicidn fija sobre un cromosoma como la posi-
cidn de un gen.

Luz de Wood. Luz ultravioleta con una longitud de
onda de 365 nm, filtrada a través de cobalto o niquel
¥ que hace fluorescer a ciertos hongos y bacterias
que afectan piel y pelos.

Macroconidio. Conidio que comparativamente es ma-
yor que otro. Se estima que presenta un tamaiio ma-
yor de 8 um.

Megaspdrica. Término empleado por Sabouraud para
describir la tifia de la cabeza de tipo ectotrix en donde
se observan grandes esporas en la superficie del pelo.

Merasporangio. Esporangio cilindrico que contiene es-
porangiosporas alineadas.

Mesomycetazoario. Organismo que comparte caracte-
risticas filogenéticas de hongos y de animales.

Métula. Rama del conididéforo que origina fidlides u
otras células conidiégenas.
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Micelio. Conjunto de hifas que constituye el cuerpo ve-
getativo (talo) de un hongo.

Micelio aéreo. Micelio que se desarrolla sobre el sus-
trato v en el cual se encuentran las estructuras re-
productoras.

Micelio cenocitico. Micelio cuyas hifas no presentan
septos (micelio continuo) ¥ en el que los niicleos y
demds organelos circulan libremente.

Micelio estéril. Micelio que no forma estructuras espe-
cializadas de repraduccidn.

Micelio septado. Micelio en el cual las hifas presentan
tabicaciones dispuestas en forma mds o menos re-
gular; cada tabicacidn presenta une o varios poros
que permiten la comunicacién citoplasmdtica inter-
celular.

Micelio vegetativo. Conjunto de hifas en contacto es-
trecho con el sustrato cuya funcién principal es nu-
tricia,

Micetismo. [ntoxicacion causada por la ingestlén de al-
BuUnos macromicetos.

Micotoxina. Sustancia metabdlica téxica producida por
algunas especies de hongos, que se deposita en el sus-
trato y es capaz de causar intoxicacién por ingestién
de dicho sustrato.

Micraconidio. Conidio que comparativamente es me-
nor que otro. Se estima que presenta un tamafno
menor de 5 pm. //Conidic de un tamafio menor de
3 micras, generalmente unicelular.

Microide. Término usado por Sabouraud para referirse
a las esporas pequefias en la invasidn ectotrix del
pelo.

Microspdrica. Tipo de parasitacidén en el pelo en que se
observan pequefios y abundantes conidios.

Mohos. Hongos filamentosos de aspecto algodonoso
que en general se desarrollan como saproblos.

Mosalco fingico. Artefacto refringente formado por la
precipitacién del hidréxido de potasio y que simula
filamentos fingicos.

Muriforme. Estructura redondeada u ovalada formada
por miltiples células divididas por tabiques longitu-
dinales o transversales. Dicese de las estructuras pa-
rasitarias de los agentes de la cromaoblastomicosis.

Oportunista. Microorganismo que habitualmente no
causa enfermedad, pero que al producirse algiin fend-
meno de inmunodepresion o factores fisico-locales
en el hospedero puede causar infeccién.

Organo perforante. Estructura cénica producida in vi-
tro dentro del pelo por algunos dermatofitos u otros
hongos queratinofilicos.

PCR. Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Penicilado. En forma de pincel, como los conidiéforos
del género Penicillium.

Peritecio. Ascocarpo provisto de un ostiolo, general-
mente en forma de botella y que contiene ascas con
ascosporas.

Picnidio. Estructura asexual redonda o piriforme en cuyo
interior generalmente se forman esporas asexuales.

GLOSARIO

Pleomdrfico. Que tiene maés de un estado espordgeno,

Poro septal. Orificio presente en los septos de los hon-
gos filamentosos y que constituye un medio de co-
municacién intercelular.

Paroconidio. Conidio holoblsstico que se produce a tra-
vés de un pequefio pora o canal en la pared celular
de un conididforo o célula conidiégena.

Queratinofilico. Hongo que degrada la queraina,

Queridn. Forma inflamatoria de la tifia en la piel cabe-
lluda que involucra el foliculo piloso.

Rexdlisis. Proceso por el cual un conidio se separa de
otro conidio o de 1a célula conididgena por la desin-
tegracién de la célula adyacente.

Rizoide, Hifa fina adelgazada en su extremo distal, a
menudo ramificada y parecida a la raiz de un vegetal
que sirve para fijar el talo al sustrato y absorber los
nutrientes.

Saproblo. Organismo heterdtrofo que se nutre de mate-
ria orgdnica muerta.

Septa. Elemente formado en la pared de la hifa, limitando
una articulacién, pero permitiendo la circulacion cito-
plasmica entre las células por uno o varios poros,

Seudohifa. Estructura filamentosa resultante del des-
arrollo de blastoconidios que permanecen unidos por
sus extremos, aunque la separacién entre cada célula
es completa ¥ no existe comunicacién citoplismica.

Seudomicelio. Conjunto de seudohifas.

Simpoduloconidio. Conidio producido por una ofiula
conidiégena, la cual continda en crecimiento simpo-
dial después de que se origina cada conidio.

Sinema. Ver Coremio,

Splendore-Hoeppli. Reaccidn eosinofilica en tomo de
las paredes de ciertos hongos o estructuras a cuerpo
extrafio como producto de una reaccién antigena an-
ticuerpo en el tejido.

Talico. Tipo de conidiacién en el cual el conidie se in-
tegra por tansformacién de la célula conididgena,
previa formacién de un septo.

Templade. Secuencia de ADN que sirve como molde
para la sintesis de un fragmento complemeniario de
ADN.

Tubo germinal. Primordio hifal a partir de un conidio o
una levadura.

Uniseriada. Cabeza aspergilar en la cual 2e observa que
las fidlides se originan directamente en la vesicula.

Venticilado. Ramificaciones hifales dispuestas alrede-
dor de un eje y en un mismo nivel.

Zigospora. Espora que resula de la fusién de dos game-
tangios compatibles. //Caracteristica de los Zygomy-
cetes.

Zoofilico. Hongos cuyo hdébitat natural son los ani-
males.

Zygomycota, Categorla taxondmica (phylum) de los
hongos en la cual 1a reproduccién es de tipo sexual,
formdndose las zigosporas.
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