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RESUMEN

Se efectub6 un estudio micoldégico en muestras de escamas
v/6 velos v/o unas, liquido cefalorraaguideo, aspirado de mé-
dula 6sea, verrugas, secreciones orales, etc,, de 300 mues —--
tras obtenidas en pacientes aue asisten al Hospital de Ninos

Benjamin Bloom cuvas edades oscilaron entre 0 a 12 anos.

Los resultados generales obtenidos fueron los siguientes
Dermat6fitos (78.51%), Género Candida (17.35%); Malassezia -

furfur (2.48%):\§porothrix schenckii (0.83%); Histoplasma ---

(Emmonsiella) capsulatum (0.83%); entre los Dermaté6fitos ais-

lados la mayor incidencia fue de Trichophyton tonsurans en

Tinea cawmitis; Microsporum canis en Tinea corporis y Trichoph

ton xubrum en.Tinea pedis y Tinea unguium,

En el género Candida, encontramos predominio de Candida albic

Se pudo determinar que el mayor porcentaje de los Dermat
fitos se presentd en la edad Escolar y Pre-escolar, y que la

incidencia de micosis subcutdnea y profunda fue muy escasa.



INTRODUCCTION

Los hongos son organismosgque se encuentran clasificados
dentro de los protistas superiores (17) son heterotrdpicos,
eucaribticos, sin clorofila y talofilicos. Algunos de es-
tos agentes se reproducen por gemacidn, otros-lo hacen por me-
dio de esporas que germinan formando largos filamentos llama-
dos hifas. Con el crecimiento y ramificacidn de las hifas se
forma una masa llamada micelio, a partir del cual producen
esporas con distribucidn caracteristica. Al dispersarse es-—
tas esporas a nuevos substratos, germinan y forman nuevas co-
lonias del hongo (3). En el hombre estos hongos producen --
infecciones denominadas micosis, las cuales pueden ser super-
ficiales, subcuténeas y profundas 6 sistémicas (5).

INFECCIONES SUPERFICIALES.

Estdn limitada a la epidermis, pelos, ufas y mucosas,
denominahdoseles Tinas cuando son causadas por Dermatdfitos.
Adem&s puede haber infecciocnes causadas por hongos del géne-

ro Candida y por Malassezia furfur .

Las tifas pueden afectar diferentes partes del cuerpo y
de acuerdo a su topografia se clasifican en:

a) Tifia de los pies (Tinea Pedis): muy rara en los infan-

tes y frecuente en los adultos.

b) Tina del cuerpo (Tinea corporis): ocurre en todas las

edades.

c) Tifa inguinal (Tinea cruris) : gerneralmente no se en-

cuentra en los nihos.

d) Tina de la cabeza (Tinea capitis) : es propia de los

ninos y précticamente nunca se ve en los adultos o

después de la pubertad.



e) Tina de las ufias {(Tinea unguium u onicomicosis): se

encuentra en todas las edades pero mas frecuentemente

en adultos.

Los Dermaté6fitos causantes de las tinas se agrupan er

tres géneros rnrincipvales:

- Trickoeohyten,

- Misxospoxum Yy

»\Epiderﬁoohvton.

*h

En las infecciones de las mucosas frecuentemente encc
tramos el género Candida algunas de cuyas especies --

son patbgenas, tal como la Candida albicans, la cual

puede afectar mucosas, piel y unas,

g) Pitiriasis versicolor,

Es muy ocasionalmente vista en ninos. Su agente etic

16gico es la Malassezia furfur, microorganismo lipofi

co que vive a expensas de las grasas secretadas po:
las gladndulas sebéceas de la piel. Ya que tales gléa:
las activan su funcionamiento hacia la pubertad ., est
micosis se observa principalmente en adolecentes y ac
tos. Cuando se encuentra en lactantes generalmente :
ta la frente y centro de la cara, por ser los sitios

més producen grasa en la infancia,

INFECCIONES SUBCUTANEAS,

Son acuéllas que inicialmente afectan el tejido celul
subcutéZneo v que pueden diseminarse a las estructuras adyacer

como piel, cganglios, huesos, etc, Las micosis subcutaneas sc



- ESPOROTRICOSIS.
- CROMOMICOSIS,
- MICETOMAS,

ESPOROTRICOSTIS

Es una infeccién gue se desarrolla en el hombre y en los
animales al adquirir las esooras del S. schenckii, las cuales
penetran casi invariablemente a través de una herida en la -
piel. Se observa con mayor frecuencia en adultos que traba-
jan en floristerias, agricultores, empacadores que usan pa-

ja, etc. predominando entre los 16 y 45 anos de edad (8).

En los animales se observa frecuentemente en caballos y
raras veces en perros, gatos, ratas y ratones, pudiendo trans-

mitir la enfermedad por medio de mordeduras.

De la Esvorotricosis se han descrito 3 variedades clini-

cas:

1Y Esporotricosis Fija
2) Esworotricosis Linfédtica

3) Esvorotricosis Hemat&gena

L.a enfermedad se localiza méis frecuentemente en las manos
0 los brazos en 60% de los casos, en el tronco en 23%, en las
piernas en 11%, en la cara o el cuello en 2%; en el resto de

los casos se observan lesiones mGltiples (4).



CROMOMICOSTIS

Denominada también Dermatitis Verrucosa 6 Cromoblastomi-
cosis, es una infeccidn subcutdnea que puede ser producida --

por = cualguiera de los siquientes tres géneros de hongos:

-\Konsecae

~<Cladosporium

-.Rhialophora.

Estos son hongos negros pertenecientes al grupo de los dema-
ti&ceos, los cuales existen en la naturaleza y llegan a los
tejidos a causa de traumatismos. La enfermedad no se trans-
mite de hombre a hombre. Se observa principalmente en la cla
se trabajadora masculina de la poblacidén rural, entre los 20
y 50 anos de edad (4).

MICETOMA

Es una infeccién producida por hongos due se encuentran
la naturaleza y que penetran al organismo por un traumatismo.
Se caracteriza por la formacidén de una tumefacciédn con mGlti-
ples cavidades (senos) que drenan material seropurulento fila
mentoso, en el cual se encuentran acfimulos de micelios conoci
dos como "granos", cuyo coler y forma dependen del organismo
causal,

Existen dos tipos de micetoma: el Maduromicésico, causa

do por Fumicetos y el Actinomic6sico, por Actinomicetos.,



Como causa del micetoma maduromic6sico se han aislado:

Madurella grisea

Madurella mycetomii

“Allescheria boydii

Cevhalosporium sp.

Pirenochaeta romeroi

Rhialophora jeanselmei

Y de micetoma actinomicé6sico:

-Nocardia brasiliensis

Nocardia asteroides

Nocardia caviae

N -
\Actinomadura madurae

Actinomadura velletieri

\Streptomyces paraguayensis

Streptomyces somaliensis

~

En nuestro medio el organismo causal mds frecuente de mic
tomas es la N. brasiliensis, encontré&ndose muy ocasionalmente 1.

otras especies de Eumicetos y Actinomicetos (9).

INFECCIONES PROFUNDAS O SISTEMICAS,

Son infecciones producidas por hongos que penetran al org
nismo por diferentes vias y cuya diseminacién se efectfia por L
torrentes linfdtico o hematbfgeno, invadiendo diferentes viscer
v m&dula 6sea; entre las visceras mds comunmente invadidas se
han senalado: higado, bazo y pulmones. Entre las micosis sist

micas mids comunes encontramos:



- HISTOPLASMOSIS,
- CRIPTOCOCOSIS vy
- ACTINOMICOSIS.

-HISTOPLASMOSIS,

Es una micosis profunda que afecta principalmente los 6r
nos aue poseen tejido reticulo-endotelial,

El agente etioldgico es el Histoplasma (Emmonsiella) car

sulatum cuyo habitat es el suelo, especialmente el contaminac
con excretas de murciélagos v aves (cuevas, gallineros y lug:c
res donde se encuentran pdjaros, etc.) (4).

El hongo penetra al crganismo vor las vias respiratoriacs
en algunos casos cursando en forma asintomética o con sintome
catarrales leves, v en otros aloj&ndose en el pulmdén y desarr

llando un proceso pulmonar crénico que puede ser confundido ¢

tuberculosis u otras enfermedades pulmonares. Puede llegar ¢
diseminarse a todo el organismo, principalmente en personas -
inmunodeprimidas.

GRIPTOCOCOSIS.

Es una infeccidn sistémica que afecta con frecuencia el
tema nervioso central, aunaue se puede localizar en otros orc¢

nos sin comprimiso nervioso,

El agente etiol6gico es el Criptococcus (Phvlobasidielle

~Reoforxmans cue tiene como habitat el suelo, especialmente el

que contiene excretas de aves., La via de entrada es respirat
ria, produciendo lesiones primarias en el pulmén, las cuales
pueden curar espontdneamente o diseminarse a otros &rganos, ¢

pecialmente cerebro y meninges. -



ACTINOMICOSIS.,

Es una infeccién cue presenta lesiones pseudotumorales «
senos aue drenan pus y granos caracteristicos, conocidos come
"granos de azufre”,

El agente etiol6gico en el humano es el Actinomyces isr:

lii v en los animales el Actinomyces bovis, los cuales para s

cultivados in.vitro necesitan un ambiente anaerdébico.
Clinicamente se han descrito tres tipos:

1. Cervicofacial,
2, Tor&cica,
3. Abdominal,

La forma Cervicofacial es la m&s comfin y generalmente
ocurre como consecuencia de una lesién dental (caries).

Las otras dos formas se deben a aspiracidén o deglucidn ¢«
microorganismo, el cual puede encontrarse en forma saprofiti
en cavidad oral.



OBJETIVOS

En vista de la frecuencia sistemédtica con que el facultat
vo enviaba a la Seccién de Bacteriologia del Hospital Benjamin
Bloom la investigacién de hongos v al hecho de que gran nlmero
de ellos resultaron positivos, se creyd conveniente conocer la
incidencia de los hongos patdgenos en este Centro Hospitalario
para que tanto el personal médico como paramédico conozca mejo
este tipo de enfermedades v se traten adecuadamente y lo més

pronto posible, evitando su diseminacidén v complicacidn.

El oresente trabajo se realizdé en ninos de 0-12 anos que
consultan en este Centro Hospitalario, tanto de consulta exter
na como hosvitalizados, en un veriodo de 2 ahos (Enero 1982-
Diciembre 1983),



MATERTIAL

Autoclave

Microscovio

Balanza Analitica
Centrifuga Seroldgica

Asds Bacteriolbgicas
Mechero Bunsen

Bisturi

Pinzas

Pinzas de garra

Tijeras

Gradillas

Cajas de Petri (10x100 mm)
Tubos de ensayo con tapdn de rosca (16x16 mm)
Porta objetos (76x26 mm)
Cubre objetos (22x22 mm)
Tubos (12x75 mm)

KOH al 20%

Lactofenol azul de algodén
Agqua Destilada estéril
Mycocel Agar

Sabouraud Agar

Sabouraud Caldo
Caseimpevntona Agar

Agar harina de maiz

Urea

Arroz (Cereal)



METODO

Se analizaron las muestras destinadas al estudio micol&e
en un verfodo de dos anos (Enero de 1982-Diciembre de 1983),
cesdndose un total de 300 muestras obtenidas de la siguiente

forma:

1. Muestras de material contaminado de pacientes remitidos
laboratorio seglin la vatologia sospechada. En caso de De

mat6fitos se tomaron escamas, pelos o unas.

2. Muestras de material contaminado tomado por el personal
del Hosvpital v posteriormente enviado al laboratorio, -
siendo en mayoria de los casos Liquido Cefalorraquideo

(L.C.R.), Médula Osea (M,0,) 6 Liquido Articular.

Toma de la muestra:
Cuando se trat6 de la toma de muestras de escamas usamos

un bisturi para raspvar la zona afectada.

Cuando se trat6 de pelos .(cabellos) se cortd el largo -
del cabello y con una pinza se extrajo el foliculo; simulténes
mente se efectud un raspado de la zona afectada para aumentar

las posibilidades de aislamiento del hongo causal.

En el caso de unas gruesas y auebradizas, es de aqui dor
de se cort6 y luego se raspd para extraer la mayor cantidad -

<

de material posible.
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Procesamiento de la muestra:

1. Material cueratinizado (escamas, pelos & uhas). Prepara-

ciones con KOH al 20%

A. Estudio microscépico,

B-

1l.-

Se puso una gota de KOH (20%) en el centro de un

porta objetos limpio,

Se Pusieron unos fragmentos de escamas, unas ¢
pelos y con una aguja de diseccidén se fragmentd
la muestra, cuando fue necesario, para obetener

una preparacidn delgada.

Se colocH6 un cubre objetos ¥ se calentd levement
la preparacidén a través de la llama del mechero
Bunsen. Se dej6 reposar mds o menos 30 minutos t

ra cque clarificara.

Se examiné la preparacibn con objetivo seco débi
vy se confirmaron las observaciones con seco fue:
te,

\ggltiVOude las muestras.

Para la identificacién del agente causal se efectua-

ron cultivos por sevarado en los medios de Sabouraucd

v Mycocel Agar de la siguiente forma:

1.- Se sembraron las muestras en cajas de Petri conte-

niendo los medios antes mencionados.



-13-

2.— Incubacidén a temperatura ambiente y observacidn entre los

5 y 15 dias subsiguientes.

3.- Observacidn de las caracteristicas macroscépicas de la co

lonia obtenida.
4.- Observacidn microscdpica directa de la colonia.

5.- Microcultivo (cultivo en l&mina) para llegar a la identi

ficacidén del hongo.

6.- Levadura. Cuando se obtuvo un crecimiento sospechoso de
Cé&ndida,se efectud observacidn micrdscopica; si estdbamos

en presencial de una levadura, se realizaron las pruebas
de produccidén del tubo germinativo y de clamidosporas.

7.- La fase levaduriforme 6 Tisular (Dimerfismo) de H, capsu
latum y S. schenckii se obtuvo incubando un cultivo puro

~

sobre agar sangre a 37°C durante 8 dias

Muestras con granos.

A. Estudio microscdpico

l.- Se colocaron los granos en una gota de Lugol.

"2.- Se colocd un cubreobjeto sobre la preparacién y se
presiond un poco sobre ella con el mango de un asa.

) P . . . L3 - / >
3.- Se observd al microcopio con los objetivos seco debil
y seco fuerte. Fue necesario diferenciar aclmulos de

células de pus de verdaderos granos actinomicéticos.
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3.- Cultivo de Sangre.

A.- Técnica

Se colectaron 2 cc de sangre y se inocularon en 20

de caldo de Sabouraud.

4.~ Cultivo de Mé&dula Osea.

A.- Se colectaron 0.25 a 3.0 ml de médula 6sea en una j
ringa.

B.- La muestra se inoculd en medio de Sabouraud y Mycoc
Agar.

C.- Se realizaron frotis para las coloraciones de Wrigh

6.- Liquido Cafalorracguideo
A.- Se centrifugd la muestra en tubos estériles.
B.- Del sedimento se inoculd en los medios Sabouraud y

cocel Agar; se hicieron los frotis para las diferen
coloraciones: Tinta china, Gram, Wright y Ziehl Nie

sen.

7.- Contenidos Bronquiales.

A.- Se centrifugd la muestra a 2.500 R.P.M. por 30 minu

B.~ Se descartd el sobrenadante; se puso 0.1 ml de sedi
to a cada una de las placas con el medio de Saboura

y Mycocel Agar.
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C.- Una porcidn del sedimento se examind en una prepara-

cidén con KOH al 20%.



RESULTA ADOS

Incidencia de hongos patbgenos aislados en este Centro Hos

pitalario (Cuadro 1, péag. 19)

De las 300 muestras destinadas al estudio micoldgico se ob
tuvieron 121 (40.33%) positivos y 179 (59.67%) negativos.
La incidencia de los cultivos positivos se distribuyeron
de la manera siguiente: Dermatdfitos 95 casos (78.51%);
Género Candida 21 (17.35%); Malassezia furfur 3 (2.48%);
S. schenkii 1 (0.83%); H capsulatum 1 (0.83%)

Incidencia de hongos patbdgenos segfin la edad. (Cuadro No.l

Lactantes 15 casos (12.39%); Pre-escolares 39 (32.23%);
Escolares 67 (55.38%).

2.1. Dermatéfitos (Cuadro 2, P&ag. 20)
De 95 casos encontrados, éstos correspondieron a:
Lactantes 9 casos (9.48%); Pre-escolares 30 (31.57%)
y Escolares 56 (58.95%). Se observd predominio en toda

las edades de T. tonsurans con 37 casos (38.95%); en

segundo lugar M. canis con 34 (35.79%).

2.2. Candida (Cuadro 3, P&ag. 21)
De los 21 casos positivos, 5 correspondieron a Lactan
tes. (23.82%), 8 a Pre-escolares (38.09%) y 8 a Escola
res (38.09%).
No hubo predominio significativo segfin los grupos eta

rios.
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Malassezia furfur.

Se encontraron 3 casos (2.48%) en la edad Escolar.

Esporotricosis

Se encontrd 1 caso (0.83%) de S. schenckii en la edad

Pre-escolar (2 anos de edad).

Histoplasmosis.

Se encontrd 1 caso (0.83%) de H. capsulatum en Lactan-

tes; es importante mencionar que se tratd de un nino de

1l mes de edad.

3. Incidencia de hongos patdgenos segfi la localizacidn.

3.1.

Dermaté6fitos (Cuadro 4, Pag. 22)
De los 95 casos positivos a Dermatdfitos, 55 (57.90%)

correspondieron a T. capitis; 24 (25.26%) a T. corporis

5 (5.26%) a T. pedis, y 11 (11.58%) T. unguium.

La T. capitis fue producida en primer lugar por T. tonsu-

rans en 31 casos (32.64%) y segundo lugar por M. canis
en 24 (25.26%0

La T. corporis fue producida principalmente por hongos

del género Trichophyton y Microsporum, teniendo leve

predominio las causadas por M. canis.
El T. rubrum en 5 casos (100%) fue el agente causal de
todas la T. pedis y de T. unguium er 10 casos (90.91%) .

Hemos encontrado en estos pacientes la coincidencia de
T. pedis con el uso de calzado ortopédico, el cual es un

zapato duro, grueso y el paciente tiene que usarlo todo

., el dia.
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Cé&ndida (Cuadro 5, P&g. 23)
De los 21 casos positivos a C&ndida, se encontrd
predominio de este hongo en lesiones del cuerpo

(inguinal, tronco, etc.) en 10 casos (47.62%) En

mucosa oral hubo 7 casos (33.33%) y en unas (19.05%)

De los 21 casos, 19 (90.48%) correspondieron a

C. albicans vy 2 (9.52%) a C&ndida especie.

Pitiriasis versicolor.
Los tres casos estuvieron localizados a tronco,

miembros superiores y cara.

Esporotricosis.

El caso se localizd en la cara..

Histoplasmosis.

El H. capsulatum se aislé de médula &sea en un pa

ciente con una Histoplasmosis deseminada.
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CONCLUSIONES

Este estudio nos confirma que las micosis superficiales
son las mds frecuentes en los nifios, y de éstas las més comu-
nes son las causadas por Dermatdfitos quedando en segundo lu-

gar la Candidiasis.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos pre-

viamente por Van Severen (16) y Llerena y Linares (10), para

gquienes el organismo causal mé&s frecuente de T. capitis fue
tambien el T. tonsurans. Estos Gltimos autores (10), nota-
ron ya un aumento progresivo de las tinas causadas por M.
canis, en relacidn al T. tonsurans. En nuestro estudio M.
canis alcanzd cifras de 43.64%, muy poco por debkajo de -—-
T. tonsurans (56.36%). Ccnociendo que M. canis es un hon-
go zoofilico se puede asumir en cierta forma que hay mayor
contacto de estos pacientes con animales domésticos (perros
y gatos), que estos animales estdn mds contaminados o que
los cuidados de desinfeccidn de los mismos son muy deficien-
tes. ©No encontramos los otros tipos de hongos reportados en

estudios anteriores (T. mentagrophytes, M. gypseum y M. --

audouini) (10).

Con respecto a los casos de T. corporis nuestro estudio
reveld una amplia gama de organismos causales, incluyendo —-
en orden de frecuencia M. canis (41.26%), T. tonsurans ---
(25.00%), T. rubrum (16.67%), y mucho menor porcentajes de

las otras especies.



Esto concuerda con lo mencionado por Hurwits (5), para quien
el organismo causal més frecuente de T. corporis en ninos es

M. canis y sdlo ocasionalmente M. audouini y T. mentagrophy-

tes; para este autor el contacto con animales domésticos, -
principalmente perros y gatos pequenos, es la causa mé&s co-

mn en ninos.

La T. pedis es un cuadro poco usual en ninos; se ve més
frecuentemente cerca de la pubertad. En ninos antes de la
pubertad algunas enfermedades tales como el Eczema digital
infantil, la Dermatitis por calzado y la Dishidrosis son fre-
cuentemente confundidas con T. pedis (5).

Casi todas la referencias bibliogré&ficas ﬁencionan como or-
ganismo causal m&s frecuente al T. rubrum (no hay estudio si-
milar en nuestro pais). En nuestro estudio los 5 casos de

T. pedis fueron causados por T. rubrum y se presentaron en

ninos en edad escolar (de 5 a 7 anos).

T.*unguium es causada por hongos del género Trichophyton

(principalmente T. rubrum) y Epidermophyton; a veces por Cén-

dida. En nuestro estudio encontramos 15 casos de T. unguium
de los cuales 10 (66.66%) correspondieron a T. rubrum y 4 --
(26.66%) a Candida. Es de hacer notar que estos Gltimos 4
pacientes adolecian de un cuadro de Candidiasis mucocutdnea
crbnica el cual es un trastorno inmunolégico profundo que

predispone a infecciones extensas y rebeldes por ese hongo.
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En nuestro estudio la incidencia de onicomicosis fue alta pa-
-ra este grupo etario y en casi todos los pacientes se presen-
t6 sola, no como ocurre en los adultos en quienes casi siem-
pre se acompana o es precedida por una Tina interdigital de
pies.

Es de hacer notar que a pesar de que las infecciones por Can-
dida de piel y mucosas en ninos son bastante frecuentes, cree
mos que el poco nlimero de casos encontrados en este estudio
se debe a que este organismo causa lesiones mucocutdneas tan
caracteristicas gque muy pocos casos se envian al laboratorio
para su investigacidn. De los 21 casos (100%) reportados 4
(19.05%) correspondieron a pacientes con Candidiasis mucocutd

nea crdnica.

En nuestro estudic los tres casos de pitiriasis versicolor o-
currieron en escolares cuyas edades oscilaron entre 5 y 9 a-
nos, siendo su cuadro poco florido y afectando las zonas ha-
bituales.

Encontramos un solo caso de Esporotricosis en un nino de 2 a-
nos,localizada en el maxilar inferior, lo cual estd de acuerdo
con la literatura mundial que senala esta micosis es extrema-
damente rara en ninos. En el estudio de Llerena, (g8) 3 de 36
casos (8.3%) correspondieron a pacientes entre 6 y 15 anos de
edad, encontrando el resto entre 16 y 45 anos, lo cual esté

acorde con nuestros hallazgos.
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La Histoplasmosis es una micosis rara y usualmente se
presenta en pacientes con inmunidad alterada. Sancho repor-
td mayor aislamiento de este hongo en aspirado de bazo y mé-
dula &6sea en pacientes sospechosos (14). En nuestro estudio
el @nico caso se obtuvo por aspiracidén de médula Ssea de un
paciente de un mes de edad con hepatoesplenomegalia y anemia
en quien posteriormente la autopsia demostré la presencia
de este organismo en todas las visceras (rinones, higado, -

pulmones, bazo, ganglios, etc.).



RECOMENDACTIONES.

Ya que la mayoria de los casos de T. corporis y gran par

de los de T. capitis fueron causados por M. canis debe

comendarse a nivel de poblacidén general evitar el contac
de los ninos con animales domésticos (perros y gatos pri
cipalmente) o mejorar las medidas de higiene y desinfecc

de los mismos.

Cuando alg@n miembro de la familia adolece de una infecc
micdtica en cualquier parte del cuerpo, debe evitarse el
so de sus utensilios personales en los demds miembros de
familia; lo mismo debe recomendarse a nivel de escuelas y

legios, ya que, como sabemos,muchos casas de T. capitis

transmiten a través de peines & cepillos de pelo.

Debido a la variedad de enfermedades que en los ninos se
jan cuadros micbéticos, a la facilidad con que en nuestrc
dio se pueden obtener medicamentos de cualquier tipo, y
la simplicidad de los métodos para investigacidn de honc
creemos que es necesario que el médico trate de investic
la etiologia exacta del padecimiento, antes de comenzar
tratamiento a ciegas. Esto redundaria en beneficio para
paciente y la comunidad, ya que lo curaria mds rapido y

evitaria la diseminacidn de los hongos.
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MEDIOS DE CULTIVO Y TINCIONES UTILIZADOS PARA LA INVESTIGACIC
DE HONGOS.

1. SABOURAUD GLUCOSA -4%-AGAR (SABOURAUD-MERK)

Peptona (Bacto) .c.ieieeeecceacans 10 grs
GlucCOSa +eeencocanccnns S eeseasaan 40 grs
AQAr tieiteetecenacoacacssnonnas . 15 grs
Agua destilada ..ieecsecacsace 1000 ml

36 grs. para 1000 ml de agua destilada, esterilizar du-

rante 15 minutos a 15 libras de presidn y distribuidor.

2. MYCOCEL (MYCOCEL AGAR B.B.L.)

GlUCOSA titereeeeeerecesnnnnanas 10 gqgr
Peptona ..ciieiieniiiiiiieaiiennns 10 gr
AQAY ittt ieceencenccacasccsansas 15.5 gr
Agua destilada cciieecieecannana 1000 ml
Clorafenicol ..ciieciinceencnecnns 40 mg
) Cicloheximida ...ieeveevearanas 500 mg

36 grs. para 1000 ml de agua destilada, esterilizar 15

minutos a 15 libras de presidén y distribuir.

3. AGAR HARINA DE MAIZ (CORN MEAL AGAR DEFCO)
Infusidén harina de mafz ........ 50 gr
AJAY ¢.iitiieioconstsossntancennna 15 gr
17 grs. para 1000 ml de agua destilada, esterilizar 15
minutos a 15 libras de presidén y distribuirlas.
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TECNICA PARA HACER MICROCULTIVO (CULTIVO EN LAMINA)

l.-

Con un bisturi previamente estéril cortar un trozo «

Agar Sabouraud.

Con el mismo bisturi colocar el cuadrito de agar, el
centro del portaobjeto dentro de la Caja de Petri e

ril y previamente colocado sobre la varilla doblada

Mediante el asa doblada en &ngulo recto tomar un pec
no fragmento de la colonia del hongo e inocular los

dos del cuadro del agar.

Mediante una pinza estéril colocar el cubreobjeto s¢

el agar.

Con el mango del asa presionar ligeramente sobre el

breobjeto con el fin de qgue adhiera al agar.

Con una pipeta estéril colocar 10 ml de agua destilce

estéril en caja de Petri. No mojar el microcultivo.
Incubar a la temperatura ambiente.

Examinar el microcultivo cada 24 horas hasta observ:
que ha crecido y esporulado. Esto se puede observar
a simple vista & al microscopio.

Sacar de la incubadora,

Con una pipeta Pasteur descartar el agua destilada j

sustituirlo por formol al 10%. Dejar actuar por 1 &
h
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11l.- Se toma con pinzas el cubreobjetos con crecimiento y se

coloca sobre el portaobjeto que contiene una gota de Lac
tofenol azul algoddn. Luego se observan al microscopio

las formas naturales del hongo.

CULTIVO EN MEDIO DE ARROZ.

ATTOZ i iiasscsososasscscasnseaaes 8 (grs

Agua destilada ..... cesesesssas 25 cc

Se coloca en un Erlenmeyer de 125 ml y se tapa con gasa,
se esteriliza en autoclave a 15 lbs. de presidén por 15
minutos. Para sembrar se toma de la colonia aislada en
Mycocel y se coloca sobre el arroz. Se deja a temperatu-
ra ambiente por 15 dias; luego se obsevard el crecimien-
to en este medio y el pigmento caracteristico de determ:
nados Dermatéfitos. Por ejemplco, en este medio M. canis
muestra crecimiento abundante y pigmento amarillo. En

cambio M. gypseum casi no crece.

~

HIDROLISIS DE UREA.

Medio de Christensen que contiene:

a) AGAr BASEe .c.ceceeacecscnsaseas.. 15 grs
Peptona ..cceeceneeaes 1 gr
Glucosa .c.eeeeeeceecss 1 gr
CINA cieeeecncenennass 5 gr
Fosfato Monopoté&sico . 2 gr
Rojo de Fenol ..... 0.012 grs
Agua Destilada ..... 1000 ml



)
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Solucidn de Urea al 50% . . . . . 200 ml esterilizada

por filtracidn.

PH  , ettt eeeeconacsannsnnaasas es. 6.6 mds o menos 0.1

El medio base se esteriliza a 15 lbs. por 15 minutos,

yva estéril se mezcla con la solucidn de urea en propor-
cidén de 9. a 1. Se dispone en tubos y se inclinan para
formar bisel.

Se inocula el medio de urea con un pequeno indculo y se
deja a temperatura ambiente.

Se observa diariamente para detectar la hidrolisis de 1la
urea, la cual se aprecia por el desarrollo de color rosa
do en el medio. Se anota el tiempo necesarioc para el de-
sarrollo de reaccidn.

T. mentagrophvtes hidroliza la urea rapidamente.

PRUEBA DE TUBO GERMINAL.

Colocar en un tubo 1 ml de suero y depositar un indculo
de la colonia sospechosa. Incubar a 37°C durante 2 horas
Después de este tiempo hacer una preparacidén y observar

si ha habido desarrollo de tubo germinal.

INTERPRETACION:

Presencia de tubo germinal = Candida albi

cans.

COLORACION DE GRAM.

golucidén de Cristal violeta

a) Solucidn Madre de Cristal Violeta
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Cristal violeta, colorante al 85% ...... . 20
Alcohol etT1ico de 95% cceecencacacovosasns 100 m

«a

b) Solucidén Madre de oxalto

Oxalto de AQMONIO .ceececcccscscsosscccanas 1
Agua destilada ...cicecccccctcnccrnnanns 100 m

«a

Mezclar la solucidn A y la solucién B al momento de usar y fi
trar.

Solucidén para empleo inmediato.

Diluir la solucidn madre de cristal violeta en proporcidn 1l:1
con agua destilada, y mezclar con 4 volGmenes de solucidn mad

de oxalato. Guardar en frascos con tapa vidrio.

Solucidén de Yodo (Lugol)
Yoduro de POta@sSiOeecceieesecsosns cesss 2 (grs
Yodo ...... ces e Sesesesene eeeeassee 1 gr
Agua destilada c.cveeeerscsnsassaece 300 ml
Solucidén Alcohol-Acetona
Acetona ..o P eeceaseasnnsan .o 50 ml
Alcohol etilicO 95% teevvepacanseaes 50 ml

Solucidn de Safranina

Solucidn Madre

Alcohol etilico de 95% ....c.evnen... 100 jml
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Solucidén de Trabajo
Solucidn Madre ce.eceeaceiscaseasas 10 ml

Agua destilada ..ececeeccnecacaass 90 ml

PROCESO DE COLORACION DE GRAM.

- Frote fijado al color

- Cubrir con violeta de genciana durante 1 minuto

- Lavar con agua

- Cubrir con lugol durante 1 minuto

- Lavar con agua
Lavar con alcohol-acetona hasta quitar el exceso del colc
rante.

- Lavar con agua

- Cubrir con Safranina durante 1 minuto.

- Lavar con agua, secar y observar con inmersidn.

INTERPRETACION:

GRAM (+) Bacterias color morado

GRAM (-) Bacterias color rosado

9. COLORACION DE ZIEHL NIELSEN

Fucsina Fenicada
Fucsina B&SiCa ..eevevesnneseasss 0.3 grs
Fenol .(iciiiieienaecacaecanananeas 5 grs
Alcohol de 95% (it innecnnnanan 10 ml
Agua Destilada .ceeeeececccccccacns 95 ml
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Disolver la fucsina bdsica en el alcohol; el fenol en el
agua, mezclar las dos soluciones, esperar 7 dias antes

de su uso.

Azul de Metileno

Azul de Metileno .(.ceeceececesssss 0.3 gr
Agua destilada (..... cteessaceass 100 ml

Alcohol Acido
Acido clorhidrico Concentrado ... 3 ml
Alcohol de 95% +ieeeeceocoonnnees 97 ml

PROCESO DE COLORACION DE ZIEHL NIELSEN.

-~ Frote fijado al calor.

- Cubrir con fucsina y flamear hasta emitir vapores no
dejar hervir y no permitir que se seque esto durante
5 minutos.

- DLavar con agua.

- Decolorar con alcohol-&cido durante 3 minutos.

- Lavar con agua

— Cubrir con azul de metileno 1 minuto

- Lavar, secar, observar por inmersidn.

INTERPRETACION:
Bacilos coloreados de rojo = Bacilos

alcohol &cido resistente.
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10. LACTOFENOL AZUL ALGODON

Fenol ...... Ceceeeann Ceceaccaacan 20 grs
Acido LACtiCO tiiieeeeecennannnns 20 nmnl
GleCerinag ceeceeeececcecsccaancansas 40 ml
Agua Destiladad «c.ceeeecieececaanens 20 ml

Disolver por calentamiento y agregar 0.05 de azul algoddn

Este reactivo
y conidias de

cidn en bases

11. COLORACION DE

colorea intensamente de azul claro las hifas
los hongos, 1lo cual facilita su identifica-

morfoldgicas.

WRIGHT.

Solucidén amortiguadora.

Fosfato MONOPOt&SIiCO viceaaaan- 1.63 grs
Fosfato de S0dio iveeevencaenas 3.20 grs
(dikésico)

Agua destilada siececeenccccens 1000 ml
Ph ittt iinceeeeecsacacosaaannanse 7.0

COLORANTE DE WRIGHT.

Polvo de colorante de Wright ...0.3 grs
Glicerol ..iiiiiieeieeenacnnanna 3.0 ml
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Moler el colorante en mortero, anadir el glicerol y moler
de nuevo. Pasar a un frasco de color &mbar, anadir el al-
cohol y mezclar vigorosamente. Guardar en la obscuridad

un mes y filtrar antes de usarlo.

PROCESO DE LA COLORACION DE WRIGHT.

- Cubrir el frote con el colorante de Wright durante 2

minutos.

- Agregar solucibn amortiguadora aseguridndose de que se
mezclen homogéneamente ambas soluciones y dejar esta
mezcla durante 8 minutos.

~ Lavar con agua de chorro.

- Secar.

- Agregar aceite de inmersidn y observar con odjetivo
100X.
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DESCRIPCICON DE LOS CULTIVOS REALIZADOS.

En las 300 muestras estudiadas se aislaron los siguientes hc

gos:
DERMATOFITOS.
T. tonsurans.

Colonia de crecimiento r&pido (4-6 dias) de centro acuminac
deprimido o cerebriforme con pigmentos al reverso de la colc
nia de color café; se observd macroconidias escasas de pare-
des delgadas y microconidias numerosas que nacen a lo largo

las hifas sesiles & con un pequeno pedunculo.

T. rubrum.

Colonia de crecimiento lento, superficie plana vellosa algur
veces pulverulenta granular, con pigmento al reverso de la c
lonia rojo vino el cual es m&s consistente en agar harina de
maiz, se observd macroconidias escasas y microconidias nume-
rosas en tirso y en racimo.

~

T. mentagrophytes.

Colonia de crecimiento rdpido superficie blanca con bordes i
gulares y pigmento al reverso de la colonia amarillo, con -
macroconidias escasas, microconidias numerosas pequehas en t

SO con numerosas espirales .

M.~canis,

Crecimiento rapido planas, superficie blanca amarillenta, cor
pigmento al reverso de la colonia amarillo canario, <coOn nume
rosas macroconidias grandes de paredes gruesas en forma de -
huso de 4 a 8 tabigques que se aislaron répidamente en medio

de arroz, con microconidias en tirso.



M. gypseun.
Crecimiento rédpido, planas superficie blanca pigmento al revés
amarillo con numerosas macroconidias grandes, de pared delga-

das con 4-6 tabigques.

F. floccosum.

Crecimiento lento, colonias surcadas al reverso desarrolla
lentamente pigmento amarillo con macroconidias claviformes

en racimos..

H. capsulatum.

Colonia algodonosa de crecimiento lento con pigmento inicial-
mente blanco que posteriormente se vuelve de color café claro
con macroconididas tuberculadas en forma de timdn de barco,

se obsevd también la forma de levadura.

S. schenckii.

Crece, rdpidamente superficie lisa con pigmento inicialmente
blanco qgue posteriormente se volvid negro, microscopicamente
se observd microconidias con una disposicidn caracteristica

en forma de margarita,se observd la forma de levadura.

Candida albicans.

Crecimiento rédpido, se observd levaduras .y se efectud resiem-
bra en agar harina de maiz en el cual hubo formacidén de clami-
dosporas; simultaneamente se inoculd plasma y se observd la
formacién de tubo germinal; se reporté como Candida sp. las
colonias que no presentaron las caracteristicas antes mencio-

nadas.
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