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Resumen

Objetivos del estudio: Utilizar el método
tincion Indigofora sp para el estudio micologico

en pruebasin vitro de laboratorio.

Metodologia: se procedié en cuatro fases, se
utilizaron 3 cepas de hongos (Rhysopus sp,

Candida sp, M. gypseum), se hicieron siembras
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de cultivos, luego se hicieron frotis ( en total 200
frotis) de estos 100 frotis son denominados casos
y 100 frotis fueron los controles, luego se hizo
tincion por microdilucion para obtener la

concentracion optima del producto natural.

Resultados: Error de estimacion entre el método
de tincion tradicional y e método natura de
0.01. En e 100 % se observo la morfologia
estructural del hongo Candida sp, M. gypseum y
el 97 % Rhysopus sp. ( p=0.01)

Conclusiones: La tincion de Indigofora sp
colorea las estructuras morfologicas de los

hongos.

Palabras clave: Indigofora sp, Micosis.

Abstrac

Objectives of the study: to Use the method
Indigofora sp for the study micologic in tests in
laboratory vitro.

M ethodology: you proceeded in four phases, 3
stumps of mushrooms were used (Rhysopus sp,
Candida sp, M. gypsum), cultivations will be
made, then smear will be made (in total 200
smear) of these 100 smears cases and 100 smear
are denominated they were the controls, then tint
will be made by microdilution to obtain the good

concentration of the natural product.

Results: estimate Error between the method of
traditional and the natural method of 0.01. In

100% one observes the structural morphology of




the mushroom Candida sp, M. gypseum and
90% Rhysopus sp. (p=0.01)

Conclusions: Thetintion of I ndigofora sp colors

the structures morphologic of the mushrooms.

Wordskey: Indigofora sp, Micosis.

INTRODUCCION.

La prevalencia e incidencia de
morbilidad en los indicadores de salud por
infecciones de la piel incluyendo micoticas
tiene una tasa de 312,6 x 100,000 hab (
MSPAS 1998).

El estudio de los hongos se redliza
actualmente por métodos de diagnostico
tradicional, utilizando reactivos como
lactofenol azul algoddn, que son productos
de algo costo y sobre todo son importados de
otros paises que no son elaborados en

nuestro pais.

Los hongos se reproducen por
esporas y conidias, tienen una estructura que
los caracteriza de acuerdo a su género y
especie. Existen hongos que se desarrollan
en fase micelia, levaduriforme y otros en

ambos.

Su identificacion en laboratorio se
requiere de una precision adecuada de sus
caracteristicas morfoldgicas, macroscopicas

y microscopicas, o que permitira un mejor
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diagnostico de laboratorio a priori en un

tratamiento adecuado hacia los pacientes.

El Salvador posee la materia prima
de la planta natural a investigar, que se
produce y se exporta a otros paises Europeos
, de tal forma que al demostrar su eficacia en
pruebasin Vitro se puede comercidizar y ser
utilizado en los laboratorios clinicos
nacionales y exportar la tincion para €

diagnostico mitol dgico.
Objetivos de la investigacion:

General: Utilizar & méodo tincidn
Indigofora sp para el estudio micologico en

pruebas in vitro de laboratorio.

Especificos. 1. Preparar frotis conteniendo
muestras de hongos con €& método
tradicional utilizando el lactofenol azul
algodén. 2. Preparar frotis conteniendo
muestras de hongos con e método natural
utilizando la planta natural. 3. Comparar
ambos métodos de tincion.

Disefio M etodol ogico.

Tipo de estudio: Experimental con un nivel
de confianza del 99 % y un valor afa de
0.01.

Poblacion de estudio: se procesaron 200

muestras aisladas de cepas conteniendo




Candida sp, Rhysopus sp, M. gypseum,
luego se hicieron tinciones con la planta

natural y el reactivo tradicional.

Variables del estudio:
1. hongos. Candida sp, Rhysopus

sp, M. gypseum.
2. Plantanatural: Indigofora sp.

Area de estudio:
Las pruebas se redizaron
laboratorios de microbiologia de la Facultad

de Medicina y Facultad de Quimica y
Farmacia de laUniversidad de El Salvador.

Seleccion de Muestr a:

Se utilizaron 3 cepas micoticas
obtenidas de laboratorio, procesando en total
200 muestras. Se preparon con |os reactivos
de lactofenol azul algodon en 100 frotis
llamados controles y 100 frotis conteniendo

el extracto de la planta natural.
Criteriosdeinclusion:
1. Agentes micol6gicos a estudiar.

2. Pantanatural ladeinvestigacion.

3. Concentracion optimade tincion
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Criterios de exclusion:
1. Muestras contaminadas
2. Otro tipo de agente micologico
3. Mal control de calidad.

Control de sesgos:

1. Muestra contaminada: su control es por
estudio de laboratorio para descartar
otras cepas.

2. Planta natura sea de otro género y
especie: su control es por estudio
taxonémico y bromatol 6gico.

3. Concentracion inadecuada: su control es
por método de dilucién Standard.

4. Preparacion inadecuada del cultivo y
frotis. su control es por control de
calidad y Standard de los medios.

5. Cepas inadecuadas. su control sera por

clasificacion morfol 6gica.
Consideraciones éticas:

En lainvestigacion no se utilizaron a
sujetos humanos, las pruebas se hicieron
primariamente in Vitro. La manipulacion de
las cepas se redlizd bajo estrictas normas
Internacionales de bioseguridad.

Procedimiento metodol 6gico:

El estudio se hizo en cuatro fases;




PRIMERA FASE: Se hizo la blsqueda de
Indigofora sp asi como las cepas micoticas
del estudio.

SEGUNDA FASE: Se hicieron micro
diluciones 1:100 para obtener una
concentracion Optima de la planta natural
por € método de sulfonacion, luego se

realizaron latincion de losfrotis.

TERCERA FASE: Se hicieron siembras en
40 tubos de vidrio con tapon de gasa 125 x
15 mm con agar glucosado de saboraud e
inoculadas con las cepas micoticas de

Candida sp, M. gypseum y Rhysopus sp.

CUARTA FASE: Se hicieron frotis en una
lamina portaobjetos de 3x1 limpias y
desengrasadas ( 200 laminas) con asa estéril
en L se obtendran fragmentos de la colonia a
estudiar, se colocé una gota de la Planta
Natural a 100 frotis en el centro de lalamina
a cada frotis y a los controles se colocé una
gota de lactofenol azul algodon a cada frotis,
luego se esterilizo una de las agujas de
diseccion, se desmenuza € fragmento del
hongo se cubre con una laminilla, se
esteriliza el asay la aguja de diseccion y se
examina a microscopio la preparacion, y se
observa con los objetivos 10x y 40x. Se hizo
la identificacion por clasificacion

taxondmica de los hongos aislados.
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Se procesaron con latincién un total
de 100 frotis obtenidas del preparado, luego
100 frotis con e método tradicional, la

relacion fue de 1:1. Se hicieron cultivos,

descarte de probables muestras
contaminadas e identificacion de estructuras

entre otros.

Analisisde la infor macion:

Se utilizaron métodos estadisticos
inferencia les asi como descriptivos, como:
histogramas, poligono de frecuencias etc.
Tablas 2x2. Se utilizaran procesadores de
texto, Microsoft Office , Epidat. Excel.
SPSS 10.0.

Diagrama disefio M etodol 6gico.

N+P=T
S - B Na=100----
Tl T200

n=200 Po 0x000000

Nb=100---------- 0X 00000

N: numer o de casos
P1:planta natural
Po: No planta (control) Chi=(0-E) 2

Na: casos E

Nb: controles

0; observacion S= alatc
T: tincion x microdilucién

X: intervencion E= d/b+d

Hipétesis de Investigacion: La tincidn

natural es igual de eficaz que la tincion




tradicional en la identificacion de estructuras

morfoldgicas de los hongos.

Hipdtesis nula: no existe diferencias entre
La tincion natural sea diferente a la tincion
tradicional en laidentificacion de estructuras
morfol égicas de los hongos.

Resultados

Fig 2. Candida sp. 40 x

Fig.1. M. gypseum. 40 x

62 £ % de inveski. 194 5
Fig. 3. Rhyzopus sp. 40 x
En lasfiguras 1,2 y 3 se observan

las cepas de hongos que se estudiaron
con latincion natural.

GRAFICO 1.iDENTIFICACION DE
ESTRUCTURAS SEGUN METODO DE
TINCION

Rhysopus
sp

M.
gypseum

Candida sp

Grafico 1. ldentificacion de estructuras
morfolégicas por método natural y
tradicional.

En e grafico 1 se observa la
identificacion de las estructuras
morfoldgicas de las tres cepas, segliin método
tradiciona y natural es similar su

identificacién. ( P=0.01)



Grafico2. Frecuencia de Tincion Natural
en Hongos.2003
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En & grafico No 2 se observa que las tres
cepas Rhysopus sp, M. gypseum y Candida
sp. Su identificacion esta en los rango de
estimacion del 0.01 .

Cuadro 1
Diferenciasentrelatincion
tradicional y tincion natural de micosis.
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CuadroNo 2
Comparacién estadistica entre ambos
métodos: tradicional y Natural. N=200

2003.
Método Positivas | Negativas | Total
+
Tradicional | 98 2 98
Natural 97 3 97

2003. n=200.
Tincion | Rhyso | Candida | Gypseu +
Tradici 98 100 100 98 | 2
Natural 97 100 100 97 | 3
Diferen 1
Tradici
Natural 1 - - - 1

En & cuadro No 1 se tiene que de las 200
muestras no hay mucha diferencia entre €l
método tradicional y el método de tincion
natural. Se tiene que de las 100 muestras
positivas las micosis de Rhysopus sp € 97
% se identifica su morfologia microconidias
e hifas. El resto Candida spy M. gypseum si
lo tifie en un 100 %.

En & cuadro No 2 la diferencia es
minima entre la comparacién de ambos
meétodos. Por la prueba de t-student se tiene
gue las diferencias no son significativas
(P=0.029), por el Chi 2 es 1.05 ( P=0.001)
con 9 grados de libertad. Se puede decir que
el 100 por ciento de los frotis se puede
identificar la morfologia estructural del

generoy especie. Ver figuras 1,2,3.

Discusion

En larevision de laliteratura a nivel
Naciona e Internacional, no se ha
encontrado ningln documento relacionado
con la utilizacion de la planta natural
Indigofora sp ( afiil) como reactivo para la
tincion de pruebas de laboratorio en
micologia medica , en las principaes
enfermedades producidas por hongos en tifia
corporis, tifia pedis, tifia capitis, tifia cruris

entre otrosy candidiasis vaginal u oral.

El nuevo método de tincion se puede

producir y comercializar a un costo bajo en




el mercado nacional e internacional, ademas
de que por su importancia y relevancia a
nivel macro en los aspectos relativos de
beneficio a la poblacion, salud, econémico y

practico.

Si comparamos los precios del
mercado competitivo, los reactivos son
importados de otros paises a costos
econdémicos elevados, en comparacion a la
tincion natural resulta econdémico y de igual
calidad . La nueva tincion crea efecto de
pelicula negativo en el caso de Rhysopus sp,
a bgjas concentraciones de igual manera tifie
las estructuras de los hongos, tales como:

candida sp, y M. gypseum.

Al comparar la tincion tradicional
con €l lactofenol azul algodén y la tincién
Indigofora tinctoria , se tiene que el margen
de error es ded 001 %, lo cua es

significativo.

Su importancia médica y de
laboratorio se considera que es Unica y
trascendental, porque las enfermedades
causadas por hongos son de consulta diaria a
nivel hospitalario y de Unidades de Salud,
asi como en la consulta privada; a tener
muestras de lesiones de piel y cultivarlas, se
puede realizar un diagnostico rapido de
laboratorio sobre €l genero y especie en

termino de 5 minutos. El paciente puede ver
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su beneficio a prescribirlas un  buen

tratamiento antimicatico.

El anil desde la colonia ha sido muy
utilizado en la Industria quimica, para
tgidos, tintes entre otros, pero dado las
caracteristicas de ser natural, permite que en
condiciones naturales € hongo pueda ser
coloreado con facilidad y evidenciar su
morfologia de levaduras, hifas , macro
conidias, microconidias seglin sea su género
y especie a estudiar. La sensibilidad del
método es alta, su significancia estadistica es
mayor por lo que se acepta la hipétesis de

investigacion y rechaza la hip6tesis nula.

Conclusiones

Al utilizar e méodo de tincion
natural e 100 % de las estructuras
morfolégicas del hongo se colorean.
(p=0.01).

Las cepas de hongos, como
Rhysopus sp, Candida sp y M. gypseum
permite la coloracion en condiciones
naturales, ya que no se utiliza producto

sintético.

Al comparar ambos métodos se
considera que tiene alta significancia
estadistica, con un margen de error de 0.01
entre e método tradicional y & método
natural.
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