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Presentacion

El presente material surge con la intencion de poder proporcionar a los
estudiantes de la carrera de Quimico Farmacobidlogo de nuestra Facultad, un
material de consulta accesible que les sea de utilidad para fortalecer
sus conocimientos en el drea de la micologia médica, y de manera mas especifica
en el diagndstico de las micosis oportunistas. Debido a la situacién de pandemia Identificadon de

que se vivio en el afio 2020, y por la que seguimos pasando hasta el momento gg?rg:ri@:g;:::"is“’s
de la elaboracidon de este trabajo, asi como al poco tiempo que se le ha

destinado a esta area tan importante, es que se considerd realizar este

proyecto en apoyo a los estudiantes.

Es importante mencionar que, en nuestro pais, en los Ultimos afios las infecciones
por hongos han ido en aumento, en gran medida debido al incremento gradual
en los factores de oportunismo tales como diabetes, obesidad, drogadiccidn,
enfermedades hematoldgicas, cancer, infeccion por VIH, uso de
inmunosupresores por trasplantes o para el tratamiento de la infecciéon por
SARS-CoV-2 (COVID-19).

Un aspecto a considerar con respecto a las micosis oportunistas es que la mayoria
de ellas son de evolucion rapida y con frecuencia pueden llegar a ser mortales.
Aqui radica la importancia de contar con herramientas que puedan ser de apoyo
para una identificacién precisa y oportuna de dichos agentes etioldgicos, asi como
contar con profesionales de la salud formados y fortalecidos esta area.

Dentro de las micosis oportunistas sobresalen la candidosis, criptococosis,
mucormicosis, aspergilosis y neumocistosis; siendo las primeras cuatro las mas
frecuentes debido a su distribucién mundial, ademas de graves e incluso
mortales. Por lo anterior, este material trata precisamente estas cuatro micosis
principales, aborddndolas desde su definicidn, clinica, epidemiologia, diagndstico
de laboratorio, asi como otras pruebas disponibles para su identificacién.

Por lo tanto, el propdsito de llevar a cabo este proyecto ha sido el de dar a conocer
la relevancia de la Micologia, asi como contribuir a la generacién de material y a
la incorporacion de este tipo de contenidos a nuestra carrera como parte de la
educacion coninua de nuestros futuros profesionistas. Ademas, este material fue
pensado como un recurso grafico de apoyo para la identificacion de los hongos
oportunistas mas frecuntes, elaborado por estudiantes para sus comparfieros de
la carrera de Quimico Farmacobidlogo, asi como para aquellos profesionales de
laboratorio clinico y de la salud interesados en el tema.

Erika Enriquez Dominguez
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Glosario de términos en Micologia

k Apdfisis: Ligero hinchamiento en la parte apical del esporangiéforo, por
debajo del esporangio.

®k Capsula: Envoltura hialina y gelatinosa que rodea a una célula, formada
generalmente de polisacaridos.

*

Cenocitico: Sin paredes que separen a los nucleos en células.

*

Clamidoconidio: Conidio talico, redondo de pared gruesa y gran tamafio,
producido por modificaciéon de una célula hifal preexistente de
reproduccion.

*® Columela: Se encuentra en los esporangios de los zigomicetos,
corresponde a la porcién de esporangiéforo que aparece dentro del

esporangio.
*® Conidio: Propagulo originado por un proceso de reproduccién asexual.
*® Conidiéforo: Hifa especializada sobre la cual se originan directa o

indirectamente los conidios.

%k Dimorfismo: Determinadas especies de hongos pueden presentarse bajo
dos aspectos morfoldgicos diferentes: como fase micelial y fase levadura.

*

Esclerote: Masa densa de hifas que forma una unidad reproductora.

*

Esporangio: Estructura generalmente vesiculosa que contiene a las
esporangiosporas.

*

Esporangioforo: Hifa especializada portadora de un esporangio.

*

Esporangiosporas: Espora que se encuentra dentro de un esporangio en

el extremo de una hifa aérea llamada esporangioforo.

*k Esterigma o fidlide: Estructura conididégena generalmente en forma de
botella en la cual se producen los conidios.

*® Estoldn: Hifa horizontal al sustrato, presente en los Mucorales, que
comunica a dos espor angiéforos y de la cual se pueden originar los
rizoides.

*k Fibula: Diverticulo hifal en forma de puente, tipico del micelio secundario
de los basidiomicetos.

*® Filamentoso: Hongo de aspecto algodonoso que en general se
desarrollan como saprofitos.

*k Hifas: Elemento estructural de los hongos, puede ser unicelular como las
levaduras o pluricelular con la forma de filamento septado o no septado.

*k Hifas envolventes: Aseptadas, ramificadas, con pared gruesa y extremos

acuminados.

*k Hifas esqueléticas: Aseptadas, no ramificadas, con pared gruesa, hialinas
o coloreadas.

*k Hifas generativas: Generan estructuras fértiles, con paredes delgadas,
ramificadas, septadas con fibulas presentes o ausentes.

Identificacién de hongos oportunistas de interés clinico 5



** Hongo: Organismo eucarionte perteneciente al reino Fungi que puede
vivir en el aire, suelo, plantas, agua e incluso en el organismo de los seres
Vivos.

** Hongo contaminante: Hongo que saprofita con facilidad diversas
muestras empleadas para diagndstico (pus, sangre, expectoracién), lo
que genera confusiones en el analisis rutinario.

** Hongo oportunista: Hongo normalmente no patégeno y que solo
produce una infeccién cuando las defensas del huésped estan
disminuidas.

%k Hongo saprofito: Hongo que emplea la materia orgéanica producida por
otros seres vivos como fuente de materia y energia.

*® Levadura: Hongo unicelular redondeado de reproduccién sexual o
asexual.

*

Micelio: Conjunto de hifas que forman la parte vegetativa de un hongo.

*

Microconidios: Son unicelulares, hialinos, con forma ovoide o piriforme,
de paredes lisas y finas, de 2.5 a 3.5 por 4 a 7 um de tamafio.

*k Reproduccién asexual: Multiplicacion celular por mitosis y que en los
hongos da por resultado la produccion de conidios.

*

Rizoide: Rama corta y delgada de un talo semejante a una raiz vegetal.

*

Vesicula: Dilatacion del esporangiéforo en algunos zigomicetos por
debajo del esporangio.

Identificacién de hongos oportunistas de interés clinico 6



Reglamento del Laboratorio de
Micologia

El manejo y procesamiento de las muestras clinicas implica el aislamiento de un
gran numero de agentes infecciosos, muchos de los cuales, sobre todo los hongos,
tienen gran facilidad para formar una suspensién aérea a partir del medio de

)/
v

cultivo.

Sin embargo, el riesgo de adquisicion de infeccidon en el laboratorio se puede
reducir con el empleo de un conjunto de normas de seguridad, basadas tanto en
el método de procesamiento de la muestra como en el uso de un equipamiento
de proteccidn personal, puesto que, la via respiratoria y el contacto directo con
piel y mucosas son las vias mds comunes para la infeccidon fungica en el
laboratorio.

Medidas generales

e Elacceso al laboratorio esta limitado al personal autorizado.

e Las puertas de acceso al laboratorio y al drea de micologia deben estar
debidamente marcadas con la sefalizaciéon internacional de riesgo
bioldgico y su nivel de contencidn bioldgica, que en el caso del area de
micologia se corresponde con el nivel 2. También se sefializardn los
congeladores y refrigeradores utilizados para guardar microorganismos
de riesgo de tipo 2.

e Las puertas y ventanas deben permanecer cerradas para mantener la
adecuada contencion bioldgica.

e Todas las superficies de trabajo se limpiardn y desinfectaran diariamente,
y cuando se produzca un derrame con hipoclorito de sodio al 0.5%.

e Los residuos y muestras peligrosas que van a ser incinerados fuera del
laboratorio deben ser transportados en contenedores cerrados,
resistentes e impermeables, siguiendo las normas especificas para cada
tipo de residuo.

e Eldrea del laboratorio debe permanecer limpia y ordenada.

e Todo el personal debe usar guantes cuando se manipulen muestras o
cultivos que contengan posibles patdgenos fungicos.

e Se usaran gafas protectoras y mascarillas faciales si existe riesgo de
salpicaduras o aerosoles.

e El uso de bata de laboratorio blanca de manga larga brinda proteccion
personal al trabajador.

e Los derrames y accidentes seran informados inmediatamente al jefe del

laboratorio.
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e El personal debe lavarse las manos frecuentemente durante las =
actividades rutinarias, tras acabar la jornada laboral y antes de abandonar
el laboratorio.

e El personal con el cabello largo deberad llevarlo recogido.

e Estd formalmente prohibido comer, beber y fumar en el area de trabajo,

asi como el almacenamiento de comidas o bebidas en el laboratorio.

e Todos los cultivos de hongos y muestras clinicas seran manejados en una v
cabina de bioseguridad de clase Il, para evitar la contaminacién del
laboratorio y del personal.

e Las placas con medios de cultivo para hongos deben ser selladas, para
evitar su apertura accidental con cinta adhesiva permeable al oxigeno.

e En caso de utilizacion de medios de cultivo en tubo, estos deberan
disponer de tapén de rosca de seguridad.

e En el caso de trabajar con aislamientos fungicos dimérficos conocidos, se
debe disponer de condiciones de nivel de contencién 3. En su defecto,
sellar las placas con cinta adhesiva y reservar su apertura sélo en cabina
de bioseguridad de clase Il

e A pesar de que la mayoria de los hongos oportunistas y saprofitos, no
parecen constituir un riesgo de infeccidn para el personal de laboratorio
inmunocompetente, la dispersién de los conidios en el laboratorio puede
producir reacciones de tipo alérgico, asi como contaminacidon de los
medios de cultivo. Por lo que, para proteger al trabajador como al resto
del trabajo del laboratorio, deben evitarse grandes exposiciones al
ambiente, abriendo tan sdélo los medios de cultivo positivos en cabinas de
bioseguridad clase II.

e El vertido de todo material infeccioso debe realizarse en recipientes
identificados como contenedores de material infeccioso, para que

puedan ser descontaminados apropiadamente.

La seguridad bioldgica se fundamenta en tres elementos:

1. Las técnicas de laboratorio.
2. Elequipo de seguridad o barreras primarias.
3. Eldisefo de lainstalacion o barreras secundarias.

En el area de micologia las medidas descritas para nivel de contencidn 2 son las
adecuadas, a excepcion de aquellos casos en que se conozca la identidad de la
cepa fungica y corresponda a un hongo dimoérfico, se requeriria del nivel de
contencidn 3.

Identificacién de hongos oportunistas de interés clinico 8



Procedimientos para la obtencion,
transporte y conservacion de
muesiras

Muestra Procedimientos

e Indicar al paciente que se realice la higiene bucal con cepillo y pasta
dental, complementariamente hacer enjuagues con agua y bicarbonato de
sodio. Emitir la muestra en un frasco estéril y de boca ancha, evitando la
generacién de aerosoles

e Las muestras deben de transportarse al laboratorio en un plazo no mayor
a 2 horas desde su obtencion.

e Una vez recibido el espécimen en el laboratorio se deberd procesar de
inmediato o en su defecto conservar en refrigeracién a 4 2C hasta por 4 a
6 horas maximo.

e Para tener un mejor diagndstico se recomienda procesar tres muestras
diferentes de esputo, siendo lo ideal cinco especimenes emitidos en dias
sucesivos.

e Se obtiene por fibrobroncoscopia, reduciendo la presencia de
contaminantes de boca y vias respiratorias superiores.

e Una vez recibido el espécimen en el laboratorio se debera procesar de
inmediato o en su defecto conservar en refrigeracion a 4 2C hasta por 4 a
6 horas maximo.

e Serecomienda colectar en un recipiente de boca ancha, con tapa roscay
estéril un volumen no menor a 10 mL hasta 20 a 25 mL para un adecuado
estudio micoldgico.

e Elpaciente debe retener la orina por lo menos tres horas. La primera parte
de la miccidn se elimina, por contener flora de arrastre de la porcidn distal
de la uretra, de la misma forma desechar la parte final, por su escaso
contenido microbiano. Se recoge la parte media de la miccién matinal, la
mas representativa del estado de las vias urinarias y la mas idénea para el
cultivo.

e Este procedimiento lo realiza el paciente, quien previamente debe de
realizar la limpieza de sus genitales con agua y jabdn. En el caso de los
varones deben de retraer el prepucio y las mujeres separar los labios para

Orina evitar contaminacién exdgena.

e En el caso de que la obtencién de muestra se realice a través de la
instalacion de un catéter o sonda vesical, realizarlo previa higiene del
meato uretral y genitales externos. En pacientes con sonda permanente,
la muestra se obtiene por puncidn aséptica de la sonda, nunca de la bolsa
recogida. Para obtener la muestra de lactantes se debe usar una bolsa
colectora estéril la cual se coloca en los genitales manteniéndola hasta la
miccion. No olvidar realizar la higiene de la zona incluyendo la regién anal.

e Las muestras genitourinarias deben de procesarse inmediatamente
después de obtenidas debido a que el rapido desarrollo de las levaduras a
temperatura ambiente puede dar una falsa concentracién en la muestra.
Si no se puede proceder con el analisis, refrigerar la muestra por un

maximo de 12 horas.
- ]

Esputo

Lavado
bronqueoalveolar
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e En el caso de adultos recoger de 2 a 3 muestras de 8 a 9 mL de sangre
venosa de diferentes punciones y separadas por 30 minutos entre si. En el
caso de nifios, obtener un sélo espécimen de 1 a 5 mL, en lactantes 1 a 2

AL mL y neonatos de 0.5 a 1 mL.
e Obtenida la muestra de sangre, ésta debe de ser inoculada de inmediato
en el sistema de hemocultivo que el laboratorio trabaja.
e El médico debe desinfectar la zona por punzar con yodopovidona al 2%,
después realizar la puncidn en los espacios intervertebrales L3 — L4, L4 —
L5 6 L5 —S1.
Liquido e Al llegar al espacio subaracnoideo, retirar el estilete y dejar fluir

libremente la muestra.

e Recoger un volumen minimo del espécimen de 5 mL en un tubo estéril con
tapa rosca.

e Transportar al laboratorio, de no procesar de inmediato conservar a
temperatura ambiente por un maximo de 24 horas.

o Se realiza en el quiréfano o consultorio bajo las mas rigurosas reglas de
asepsia.

e Obtenida la muestra, ésta se divide en dos porciones de 1 mm, una es
colocada en un recipiente estéril con tapa de rosca conteniendo solucion

Biopsia salina isotdnica estéril para el examen micoldgico y la otra en formol al
10% en buffer de solucién salina para histopatologia.

e La muestra para el estudio micoldgico debe de ser remitida de inmediato
al laboratorio, de no ser procesada al momento, conservar a 4 2C hasta
por 2 a 4 horas maximo.

cefalorraquideo
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CANDIDOSIS

Introduccidon

La candidosis o candidiasis es la micosis oportunista mas frecuente. Es una infeccién aguda o crdnica
de las mucosas, piel, ufias o tejidos profundos, causada por levaduras comensales del género
Candida que habitan en la piel, mucosas, vias respiratorias altas, tracto genitourinario y tracto
digestivo del hombre.

En general, afecta a todos los grupos de edad, sexo, raza y ocupacion, lo que determina la
adquisicion de la micosis es la presencia de factores de oportunismo que predisponen al individuo,
como la diabetes, los carcinomas, la leucemia, el tratamiento con farmacos inmunosupresores,
inmudeficiencias con el SIDA, entre otros.

Existen aproximadamente unas 200  especies de Candida,  sin embargo,
las especies relacionadas con patologias son: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y C.
tropicalis y de forma mas reciente Candida auris.

Candida auris es una levadura emergente que destaca por generar una fuerte propagacion en
unidades de cuidados intensivos causando infecciones graves. Se aislé por primera vez como
patdgeno humano en 2009, y dos afos después del primer caso, se dieron los primeros brotes
epidémicos en Corea del Sur. Actualmente se han reportado casos en todos los continentes, por lo
gue se considera que este patégeno es la primera levadura de alta virulencia que representa una
amenaza para la salud mundial debido a su multidrogorresistencia (Shaukat et al., 2020)

En su morfologia microscdpica, los hongos del género Candida son levaduras redondas u ovaladas
de 3 a 7 um de didmetro, que se reproducen por blastoconidios, ademads de que algunas especies
como C. albicans y C. dubliniensis forman pseudomicelio y clamidoconidios. (Martinez, 2012).

Epidemiologia

La candidosis es una infeccidén flngica grave, su incidencia ha aumentado en los Ultimos afios y con
ello la mortalidad. Las tasas anuales de candidosis oscilan entre 1.2 a 14 casos por cada 100,000
habitantes, siendo la carga estimada para México de 5,617 casos por afio, casi todos ocurren en el
contexto hospitalario donde la incidencia es 10 veces mayor que fuera del hospital.

Por lo tanto, la tasa de incidencia de la candidosis es probablemente superior a 8.6 casos por cada
100 000 habitantes y al menos 3.5 por cada 100,000 habitantes mueren cada afio por esta condicion,
muchos sin un diagndstico o tratamiento adecuado. (Corzo-Ledn, 2016).

Clinica

Las formas clinicas dependen de la localizacion de la infeccidn, siendo las principales (Bonifaz, 2020):

Identificacién de hongos oportunistas de interés clinico 12



CANDIDOSIS

» Candidosis vulvovaginal: Predomina un enantema doloroso con exudado blanco o
beige, por debajo del cual puede haber petequias o erosiones hemorragicas que suelen
ulcerarse.

» Candidosis sistémica: Los signos y sintomas son inespecificos y suele confundirse
facilmente con infecciones bacterianas. Por lo regular se presenta fiebre irregular,
astenia, adinamia y mal estado general, esta sintomatologia se acompaiia de la
ocasionada por el drgano afectado.

» Candidosis gastroesofagica: Se presenta hemorragia gastrica, disfagia, vomito y dolor
retroesternal intenso, siendo un cuadro indistinguible de otras patologias frecuentes a
este nivel.

P Candidosis intestinal: Los datos clinicos mas sobresalientes son diarreas con
evacuaciones mucosas de color blanco, dolor abdominal moderado y meteorismo.

» Candidosis pulmonar: Frecuentemente se presenta el sindrome neumdnico
caracterizado por tos, dolor tordcico, disnea y esputo blanco.

» Candidosis urinaria: Puede ser Unicamente de rifidn, en cuyo caso se presenta
polaquiuria, dolor vesical y manifestaciones de uretritis.

Diagnéstico de laboratorio

» EXAMEN DIRECTO

Se debe proceder segun sea el tipo de muestra. Para el caso de la orina y el liquido cefalorraquideo
se centrifugan y se toman unas gotas del sedimento. Al frasco con esputo se le agregan 5 mL de
hidroxido de sodio (NaOH) al 15% para hidrolizar. Las muestras son examinadas agregando
hidroxido de potasio (KOH) al 15% y deberan observarse al microscopio con el objetivo de 40X
células redondas u ovaladas con blastoconidios y en algunas ocasiones con pseudofilamentos, que
son caracteristicos de Candida (figura 1).

muestra de orina.
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CANDIDOSIS

» TINCIONES

v

N Las muestras se tifien con la técnica de Gram,
observandose al microscopio con el objetivo
de 40X claramente las levaduras redondas u
ovaladas, con o sin filamentos, las levaduras
suelen comportarse como Gram positivas
(figura 2).

Figura 2. Levaduras de Candida albicans con
tincion de Gram a 40X.
(Clancy, 2018).

» PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES

Tubo germinal: Permite diferenciar entre las especies de Candida albicans y Candida glabrata.
Procedimiento: Suspender un indculo de la cepa pura de Candida con 24 horas de desarrollo en 2
mL de medio de Lee. Incubar de 35 a 37 2C por 3 horas. Colocar 2 6 3 gotas de la suspensién en un
portaobjetos y cubrir con un cubreobjetos para observar al microscopio con el objetivo de 40X.
Interpretacidn: La prueba es positiva al visualizar una estructura elongada que se origina a partir de
la levadura. Candida albicans y C. dubliniensis dan positiva esta prueba a las 3 hrs., después de este
tiempo todas las especies de Candida son capaces de producir tubo germinal excepto C. glabrata.

o Control positivo: Candida albicans. Figura 3 by d.

o Control negativo: Candida glabrata. Figura 3 c.

El tubo germinal es una
elongacion que surge desde
la levadura sin constriccion,

/ esa es la diferencia con el

pseudomicelio.

Tubos germinales

a. Cepas de Candida

en medio de Lee b. Prueba positiva para Candida albicans

Figura 3. Tubo germinal o

Tubos germinales filamentacion en suero

c. Prueba negativa para Candida glabrata (40x) d. Representacion de tubos germinales
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CANDIDOSIS

Desarrollo a 42 2C: Permite diferenciar entre Candida albicans y Candida dubliniensis que tienen
comportamiento fisiolégico y morfoldgico similar.
Procedimiento: Sembrar la cepa aislada en tubo o placa Petri que contenga agar papa dextrosa e
incubar a 42 9C por 48 horas. Al mismo tiempo, sembrar un segundo tubo o caja con la misma cepa
a manera de control positivo e incubar a 28°C, esto para comprobar la viabilidad de la cepa.
Interpretacidn:

o Control positivo: Candida albicans con desarrollo éptimo a 42°C. Figura 4.

o Control negativo: Candida dubliniensis sin desarrollo.

Algo importante a considerar es que en algunas bibliografias
describen que Candida dubliniensis puede diferenciarse de C.
albicans por ausencia de crecimiento a los 42°C, sin embargo,
hallazgos mas recientes demuestran que algunos aislados de
C. dubliniensis tienen la capacidad de crecer a 42° y 45°C
(Guilarte, 2019), tal como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Candida
albicans (izquierda) y
Candida dubliniensis
(derecha), en este caso,
ambas con desarrollo
6ptimo a los 42°C.
Cepas termotolerantes.

Formacion de pelicula: Algunas especies de Candida son capaces de producir una pelicula y gas

sobre la superficie del medio de cultivo liquido.

Procedimiento: Inocular una asada de la colonia de levadura en un tubo de vidrio que contenga 5

mL de caldo Sabouraud. Incubar a 25 2C por 3 dias. Para esa prueba es importante no prolongar el

tiempo de incubacion mas de lo indicado.

Interpretacion: .

o Control positivo: Candida tropicalis con produccion de a ;

pelicula. Figura 5 a. -

o Control negativo: Candida albicans sin produccién de '
pelicula. Figura 5 b. \

Figura 5. Candida tropicalis con formacién de
pelicula y produccion de gas (a)

Candida albicans sin formacién de pelicula (b)
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CANDIDOSIS

Susceptibilidad a cicloheximida: Permite distinguir aquellas levaduras que son resistentes o
sensibles a la cicloheximida o actidione.
Procedimiento: Se realiza subcultivando la cepa sobre agar Micosel. Incubar a 25 2C por 3 dias.
Interpretacion (figura 6):

o Cepa sensible: Candida tropicalis y Candida glabrata no crecen en micosel.

o Cepa resistente: Candida albicans y Candida guillermondii si crecen en el medio.

Figura 6a. Candida glabrata y
Candida tropicalis
sin desarrollo en el medio de
Micosel. Cepas sensibles a la
cicloheximida.

Figura 6b. Candida albicans y
Candida guillermondii
con desarrollo en el medio de
Micosel. Cepas resistentes a la
cicloheximida.

CHROMagar Candida: Permite identificar las especies clinicamente importantes del género
Candida, al diferenciar entre C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis y C. glabrata en
funcién de los colores que desarrollan en este medio.

Procedimiento: La siembra se realiza segun las técnicas tradicionales y las placas se incuban de 30
a 37 °Cdurante 24 a 48 horas para que las levaduras desarrollen completamente el color.
Interpretacion: Los colores de las colonias para cada una de las especies son (figura 7):

Candida albicans: Color verde esmeralda

Candida dubliniensis: Color verde oscuro

Candida tropicalis: Color azul oscuro o grisaceo

Candida krusei: Colonias rugosas color rosado en el centro y el borde color blanco
Candida parapsilosis: Color rosa con tonos lila

Candida glabrata: Color violeta a morado

Candida gulliermondii: Color violeta a morado

O 0O O O O O O
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CANDIDOSIS

ida glabrata

Candida dublinie

Figura 7. Diferentes especies de Candida en Chrom agar

Las demds especies desarrollan colores y tonalidades diversas que no
permiten su identificacién por este medio cromogénico comercial.
Actualmente existe una presentacion de CHROMagar, CHROMagar™
Candida Plus, que permite la identificacion de Candida auris mediante
el desarrollo de colonias azul claro con un halo azul en este medio
(figura 8).
Figura 8. Candida auris en CHROMagar™ Candida Plus
(Chromagar, 2020)

BiGGY agar: Su nombre BiGGY proviene de las siglas en inglés Bismuth Glucose Glycine Yeast. Es
considerado un medio parcialmente selectivo para el aislamiento e identificacion de levaduras
debido a los citratos en el medio de cultivo que inhiben el desarrollo de algunas bacterias. Es
utilizado especialmente para el aislamiento e identificaciéon del género Candida, ya que todas las
especies de este género tienen la capacidad de reducir la sal de bismuto a bismuto y el sulfito a
sulfuro generando un precipitado marrén que se refleja en el color de las colonias. También es un
medio diferencial porque dependiendo de la especie involucrada se observardn caracteristicas
distintas en cuanto a aspecto, color y tamafio.

Procedimiento: La siembra se realiza por estria y las placas se incuban de 25 a 28 °C durante 48 a
72 horas.

Interpretacion: Las colonias de estas especies son:
o Candida albicans: Las colonias son lisas, redondas, color café o negras, con un ligero
borde micelial. Con la salvedad de que el color oscuro no se difunde al medio.
o Candida tropicalis: Las colonias son pequefas de color gris oscuro y ligero borde
micelial. El color oscuro se difunde hacia el medio, caracteristica que es propia de
esta especie, después de haber sido incubada durante 72 horas (figura 9).
o Candida krusei: Las colonias son de aspecto rugoso, planas, de gran tamafo, con
bordes rojizos o marrones.
|
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CANDIDOSIS

El medio de BiGGY Posee buena sensibilidad y especificidad,
sin embargo, al compararlo con otros medios con funcion
similar, este queda en segundo lugar, siendo superado por
el CHROMagar. Por esta razon muchos laboratorios
prefieren este ultimo, aunque es mucho mas costoso.

Figura 9. Candida tropicalis en medio de BiGGY.
Colonias pequefias color gris oscuro a café.

Agar Pagano Levin: Permite aislar y diferenciar especies del género Candida. La diferenciacion se
basa en la capacidad de las especies del género Candida para reducir el 2,3,5-trifenil tetrazolio
cloruro (solucién TTC), un indicador redox que es incoloro en forma oxidada y cuando se reduce
forma un compuesto trifenilo rojo insoluble que aparece como colonias de color rojo. Candida
albicans es la Unica especie que no reduce las sales de tetrazolio, por lo que se observan colonias
color crema a rosado (figura 10).
Procedimiento: La siembra se realiza segln las técnicas tradicionales y las placas se incuban de 30
a 37 °Cdurante 18 a 48 horas.
Interpretacion: Las colonias de estas especies son:

o Candida albicans: Color crema a rosado
Candida parapsilosis: Color rojo a granate.
Candida krusei: Colonia rugosa color crema a rojizo.

o O O

Candida tropicalis: Color rojo a granate.

Figura 10. Diferentes especies de Candida en medio de Pagano-Levin

Agar Tabaco: Es un medio de cultivo que permite evaluar la produccién de clamidoconidios por
parte de Candida albicans y C. dubliniensis (figura 11).
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CANDIDOSIS

Procedimiento: Se inocula la cepa en cuestidon por estria en el medio de cultivo, y este se incuba de
28 a 30°C hasta por 10 dias.
Interpretacion (figura 12):

o Clamidoconidios Unicos: Candida albicans

o Clamidoconidios multiples: Candida dubliniensis

: \ Los clamidoconidios son estructuras

Clamidoconidio de resistencia, de pared gruesa, que

produce la levadura al encontrarse en
condiciones adversas. Estos pueden
encontrase de forma terminal o

y\p intercalar.
seudomicelio

Figura 11. Esquema de clamidoconidios
Unicos de Candida albicans

SO ~

o

¥ WENC :

" 21Q - G R 1y SO - )

Agar de tabaco Clamidoconidios Unicos de Clamidoconidios multiples de
Candida albicans (40X) Candida dubliniensis (40X)

Figura 12. Clamidoconidios de Candida en agar Tabaco.

» HISTOPATOLOGIA

Se encuentran diferentes imagenes dependiendo del tipo clinico de candidosis y del tiempo de
evolucidn, donde los elementos fungicos (levaduras y pseudomicelio) se observan facilmente al
microscopio con el objetivo de 100X en los cortes histoldgicos tefiidos con la tincion de acido
peryddico de Schiff (PAS) (figura 13) o la tincidn de Gomori-Grocott.
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CANDIDOSIS

Figura 13. Tincidn con acido peryddico de Schiff (PAS) de
enredado de pseudohifas de Candida sobre una placa de
células escamosas a 100X. (Peman J, 2007).

» OTRAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION

ELISA: Es la prueba seroldgica de eleccion, pues su sensibilidad y especificidad son bastante
confiables. La prueba comercial Platelia Candida’ (figura 14) identifica el antigeno manano en suero.
Las especies que presentan una reaccidn positiva son Candida albicans, Candida dubliniensis,
Candida glabrata, Candida guillermondiiy Candida tropicalis.

Figura 14. Kit comercial de Platelia
Candida®. (Zafar, 2017).

Espectrometria de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (figura 15): Posee una tasa de
éxito del 100% para la identificacion de aislamientos de Candida en menos de 30 minutos frente al
92% utilizando métodos bioquimicos como VITEK 2 y APl C AUX.

e

{E N
N T T l |
‘ |
W\}M JJ Uhy Figura 15. Huella digital masiva de péptidos de
] et , Candida albicans realizada por MALDI-TOF.
e (Peman J, 2007).
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PNA-FISH (Peptide nucleic acid-fluorescent in situ hybridization): Es un novedoso método
molecular que ayuda a la rdpida identificacidon de las especies mas relevantes clinicamente de
Candida. Después de realizada una tincion de Gram para comprobar la presencia de Candida, se
pueden estudiar las preparaciones con PNA-FISH, se observara una fluorescencia que es especifica
para determinadas especies de Candida (figura 16). A pesar de que es una prueba util, la necesidad
de emplear microscopia fluorescente y el coste de los reactivos limita el uso de este ensayo en los
laboratorios clinicos.

AdvanDx
QuickFISH (20 Minute Pathogen ID)

Figura 16. Identificacion de las
especies de Candida con el método

C. albicans C. parapsilosis C. glabrata Mixed Positive QuickFISH®. (Clancy, 2018).

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa): Puede ser utilizada para identificar especies de
Candida en muestras de sangre, con una reduccién del tiempo de identificacién de las especies a 7
horas, ademas, la PCR puede detectar mas de una especie de Candida en un mismo paciente,
mientras que los hemocultivos suelen demostrar solamente una especie (figura 17). La capacidad
de detectar e identificar mds de una especie de Candida influye sobre el tratamiento y los
resultados, particularmente cuando una de las especies es resistente a los compuestos azélicos.

C. parasilopsis

C.tropicalis 8PP ot

474pb - 419pb
e

C. albicans C.guillermondii —

206pb s Figura 17. PCR multiplex para la
identificacidn de especies de
Candida (Guevara M, 2007).

Susceptibilidad antifungica con tiras E-test: Es una prueba de
sensibilidad antimicrobiana que ha sido adaptada para ser utilizada
con agentes antifungicos. En este sencillo método el hongo es
inoculado en la superficie de una placa de agar sobre la que se coloca
una tira plastica que contiene un gradiente de concentraciones del
antimicdtico. Después de la incubacidn de un hongo sensible se
puede observar una zona de inhibicién y el valor de concentracion
minima inhibitoria (MIC) se lee en el punto en el que la zona

intersecciona con a tira (figura 18). Figura 18. E-test resultados de un aislado de

Candida albicans‘Guevara M, 2007:.
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Resumen de la identificacion de Candida en el
laboratorio.

Aislamiento en ASD
(colonias limitadas, blancas a crema, opacas)

BiGGY Pagano-Levin

Colonias cafés a negro

Candida spp
Colonias rojizas Colonias rosas
% Candida spp Candida albicans
CHROMagar
Colonias: verde claro verde oscuro rosas morado azul marino
I
Aspecto de las colonias v Produccion de
v" Tubo germinal (+) a las 3hrs Micosel blopellcula yeas(+)
v Clamidoconidios Gnicos Lisas Plegadas
v" Desarrollo a 42°C
v" Resistencia a la cicloheximida C. parapsilosis C. krusei -

Candida albicans v" Tubo germinal (+) a las 3hrs
v" Clamidoconidios multiples
v Resistencia a la cicloheximida C. guillermondii C. glabrata

Candida dubliniensis

* CHROMagar™ Candida Plus _O_ Candida auris

Colonias azul claro

Otras pruebas: PCR, MALDI-TOF, PNA-FISH, ELISA
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MUCORMICOSIS

Introduccidon

La mucormicosis es una micosis producida por hongos oportunistas del orden Mucorales del phylum
Zygomycota, ampliamente distribuida, poco frecuente y que ha venido en aumento en los ultimos
afios debido al incremento de pacientes con algun tipo de inmunosupresion (SIDA, trasplantes,
terapias inmunosupresoras, diabetes mellitus, entre otras).

La via de entrada mas frecuente es la respiratoria; también existe implantacién en mucosa bucal,
nasal y conjuntival, y la inoculacién cutdnea por traumatismo, cirugias y aplicacién de material
contaminado.

Es una infeccién con una evolucién aguda y mortal, que requiere un diagndstico y un tratamiento
tempranos para evitar posibles complicaciones y la muerte (Astorga, 2014).

Epidemiologia

La mucormicosis es causada por hongos aerobios saprofitos oportunistas del orden de los
mucorales: Rhizopus es el mas frecuente, seguido de Absidia y Mucor. Estos microorganismos son
termotolerantes, cominmente asociados con materia orgdnica en descomposicion.

Es una micosis con una amplia distribucion geografica, ya que los agentes causales estan
ampliamente difundidos, encontrandose, en cualquier sustrato que contenga carbohidratos; incluso
se han identificado en el medio ambiente de hospitales, pueden ser dispersados en el medio
hospitalario por corrientes de aire o por objetos en contacto directo con los pacientes. (Martinez,
2012).

Clinica
Las variedades clinicas mas frecuentes son (Quiroz, 2017):

P> Rinocerebral: Es la forma clinica mas comun, se origina en los senos paranasales
después de lainhalacidn de esporas en un huésped vulnerable, con extension al sistema
nervioso central. La diabetes mellitus de tipo 2 descompensada es la condicion mas
asociada a esta forma clinica. Los sintomas iniciales son similares a los de una sinusitis
aguda, e incluyen dolor facial, congestidn nasal, fiebre, edema de tejidos blandos y
cefalea. Puede asociarse a ulceracion nasal. La progresion de la enfermedad es rdpida
si no se trata a tiempo, con necrosis a los tejidos contiguos.

» Pulmonar: La fiebre y la tos son los sintomas mas comunes, asociados a dolor pleuritico
y disnea, la hemoptisis se presenta cuando hay invasion de los vasos sanguineos. Se han
establecido algunas caracteristicas radiolégicas especiales para la mucormicosis:
sinusitis concomitante, la presencia de mds de 10 nddulos, asi como la formacién de
micronddulos, derrame pleural en la tomografia computadorizada y uso previo de
voriconazol como profilaxis.
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P Cutanea: Aparece como una macula o placa eritematosa, dolorosa e indurada que
evoluciona a una lesidon similar a una ectima, de tipo placa violacea necrdtica,
circunscrita a la zona afectada.

P Gastrointestinal: Los sintomas mas comunes son dolor abdominal, diarrea, melenas y
hematemesis. Las lesiones gastrointestinales son ulceras necrdticas que pueden
producir perforacién y peritonitis. Los infartos intestinales y el choque hemorragico
también se han reportado asociados a la mucormicosis; sin embargo, el prondstico de
estos pacientes es pobre.

Diagnéstico de laboratorio
» EXAMEN DIRECTO

Se realiza en lugol, hidroxido de potasio (KOH) o negro de clorazol. Al frasco con esputo se le agregan
5 mL de hidréxido de sodio (NaOH) al 15% para hidrolizar. Las muestras son examinadas agregando
KOH al 15% y deberdn observarse hifas muy irregulares, con bordes externos no paralelos y
didmetro variable de entre 5 a 25 um, no suelen presentar septos y las ramificaciones son
generalmente en angulo recto arriba de los rizoides (figura 19).

Figura 19. Hifas no septadas de Rhizopus a
100x (Quiroz, 2017).

> TINCIONES

Las preparaciones directas u obtenidas mediante microcultivos pueden tefirse con azul algoddn
lactofenol, y las caracteristicas microscdpicas de los agentes mas frecuentes causantes de
mucormicosis, son las siguientes:

Rhizopus: La presencia de estolones y rizoides es caracteristica. Hay formacién de esporangiéforos
con columela y multiesporados Unicos o en grupo a partir de los nodos directamente (figuras 20 y
21).
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Absidia: Los esporangiéforos son hialinos o ligeramente pigmentados, simples o ramificados que
surgen de los estalones solitarios, en grupos de tres o en verticilos de hasta siete; muy escasamente
producen rizoides (figuras 20y 23).

Mucor: Ausencia de estolones y rizoides. Presencia de esporangidforos erectos, simples o
ramificados formando un gran esporangio multiesporado con una bien desarrollada columela con
un “collarete” notorio en la base (figuras 20y 22).

Rhizopus a 10X. Mucor a 40X. Absidia a 40X.

Figura 20. Examenes directos con azul algoddn lactofenol de los principales agentes causantes de
mucormicosis.

Esporangiéforo de Rhizopus

Esporangio .
P g T XN Esporangiosporas

Columnela

Esporangiéforo

Rizoides ——

Figura 21. Esquema de las partes
gue conforman el esporangiéforo
de Rhizopus sp

Estolon
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Esporangiéforo de Mucor

Esporangio \

° @g“%“@ o Esporangiosporas
6 o

Columnela

Esporangioforo ——* :

Figura 22. Esquema de las
partes que conforman el
esporangioforo de Mucor sp

Esporangiéforo de Absidia

Esporangio IR
YT apofisis
L /&, Esporangiosporas
Esporangioforo
/

Estolén Figura 23. Esquema de las partes

que conforman el esporangiéforo
Absidia puede llegar a presentar hifas en de Absidia sp

rizoides, al igual que Rhizopus
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» CULTIVOS

Los mucorales crecen practicamente en todos los medios sin cicloheximida. Se incuban a 25 0 a
37°Cy en 12 a 18 horas ya es visible la colonia. Después de 3 a 5 dias se pueden observar colonias
maduras invasivas.

Para estimular la conidiacion de estos hongos se recomienda utilizar agar extracto de malta.

Rhizopus: Las colonias son densas, invasivas y algodonosas, crecen muy rdpido y primero son
blancas, pero con la esporulacién se trasforman en grises o marrones.

Mucor: Las colonias crecen muy rdpido y son algodonosas o flocosas, de blancas a amarillas, que se
convierten en gris oscuro con el desarrollo de los esporangios.

Absidia: Las colonias son de crecimiento rapido, flocosas, blanco al principio, convirtiéndose en gris

palido con el tiempo.

Cultivo de Rhizopus sp Cultivo de Mucor sp Cultivo de Absidia sp

Figura 24. Cultivo de los principales agentes causantes de mucormicosis en agar extracto de malta.

» HISTOPATOLOGIA

Los agentes etioldgicos de lo mucormicosis se observan facilmente en preparaciones tefiidas con
hematoxilina-eosina, Gomori-Grocott y acido peryddico de Schiff (PAS). Cominmente se observan
grados variables de edema, necrosis y acumulos
neutréfilos, células plasmdticas y a veces células
gigantes. El hallazgo mds relevante es la presencia de
hifas son comuinmente anchas, entre 12 a 20 um,
escasamente septadas y ramificadas al azar, algunas
veces estdn muy deformadas y las paredes varian de
grosor (figura 25).

Figura 25. Tincion de Gomori-Grocott de hifas gruesas tabicadas
con ramificaciones de Mucor a 100x (A Skiada, 2018).
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» OTRAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa): Los estudios de investigacion han demostrado la
viabilidad de este método molecular, donde la secuenciacion del ADN ribosédmico 18S de Mucorales
permite la identificacion del género, por lo que ofrece una alternativa prometedora para establecer
el diagndstico de mucormicosis cuando los cultivos son negativos (figura 26).

Figura 26. Kit multiplex Mucor Genius® PCR en tiempo real
para la deteccién de las especies de Mucorales mas
prevalentes a partir de muestras de lavado
bronqueoalveolar (BAL) o de biopsia.

(Hammond, 2011).
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Resumen de la identificacion de los principales
agentes causales de la mucormicosis.

Colonias inicialmente ... Colonias inicialmente
. Colonias inicialmente .
blancas, con el tiempo blancas, con el tiempo

., blancas a amarillas .
se vuelven grisaceas se vuelven gris claro

Examen directo con azul algodon lactofenol

Esporangioforo Esporangioforo simple o Esporangioforo simple o
ramificado con hifas en ramificado. Ausencia de ramificado, con apdfisis,
rizoides hifas en rizoides ocasionalmente hay

hifas en rizoides

Mucor sp Absidia sp
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CRIPTOCOCOSIS

Introduccidon

La criptococosis es una micosis oportunista que se presenta en forma aguda, subaguda o crénica,
producida principalmente por los hongos levaduriformes y encapsulados: Cryptococcus neoformans
y Cryptococcus gatti.

Las especies patégenas Cryptococcus neoformans y C. gatti representan diferentes determinantes
antigénicos, por lo que se han subtipificado en cuatro serotipos dominantes: serotipos A (C.
neoformans var. grubii), By C (C. neoformans var. gattii) y D (C. neoformans var. neoformans)
(Martinez, 2012).

Epidemiologia

Cryptococcus neoformans tiene una amplia distribucion mundial, mientras que C. gatti
aparentemente tiene habitats mas restringidos; sin embargo, los casos de criptococosis son
reportados en todo el mundo. No hay predileccion por alguin grupo etario, racial u ocupacional y en
general, existe predominio en el sexo masculino. En realidad, un factor importante para la
adquisicion de la micosis es la presencia de inmunocompromiso en el paciente.

C. neoformans se encuentra asociado a la materia fecal de diferentes aves principalmente aquellas
pertenecientes al orden columbiformes, aunque también ha sido aislado de frutas y vegetales. Por
su parte, C. gattii ha sido aislado de la naturaleza, a partir de materiales vegetales de arboles de
Eucalyptus spp, Moquilea Tomentosa, Terminalia cattapa en diferentes paises de América y Oceania
(Martinez, 2012).

Clinica

Las levaduras inhaladas, desecadas y de menor tamafio que las observadas en liquido
cefalorraquideo (LCR), llegan a los espacios alveolares y el desarrollo de la infeccién-enfermedad
dependerd de la eficacia fagocitica de los macréfagos, asi como de la respuesta inmune celular del
huésped. Las formas clinicas pueden ser (Peman J, 2007):

» Pulmonar: Suele ser asintomadtica, inespecifica o semejando una tuberculosis aguda con
estrés respiratorio.

> Sistema Nervioso Central (SNC): Se presenta en forma de meningitis cronica,
meningoencefalitis o de granuloma criptocdccico cerebral.

» Mucocutanea: Corresponde a metdstasis de la forma diseminada, observandose nédulos
subcutdneos en cara y nuca en pacientes VIH positivos o con sida.
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Diagnéstico de laboratorio

» EXAMEN DIRECTO

El LCR o la orina se centrifugan y del sedimento se colocan 50 UL en el portaobjetos; en seguida se
agrega una gota de tinta china para poner de manifiesto a través del microscopio la presencia de la
capsula sobre un fondo negro y dentro de la capsula el cuerpo redondo de la levadura. El esputo
puede ser tratado con NaOH al 10% para hacer menos denso el espécimen, hacer un examen directo
con tinta china y observar las levaduras capsuladas caracteristicas (figura 27 y 28). Es importante
mencionar que en pacientes severamente inmunosuprimidos la capsula puede llegar a observarse
mds pequeiia, o en ocasiones puede no observarse.

Figura 27. Levaduras redondas unigemantes con capsula de Cryptococcus neoformans. Tinta
china a 100x (izquierda) y 40x (derecha).

Capsula

T

Levadura

Figura 28. Esquema que representa las levaduras redondas capsuladas de Cryptococcus sp
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» TINCIONES

Se utilizan las tinciones de acido peryddico de Schiff (PAS) o Gram, con las cuales las levaduras se
observan rosadas o rojas, rodeadas de una cdpsula que capta muy poco el colorante (figura 29).

Figura 29. Tincién de Gram de muestra de esputo.
Cryptococcus neoformans, 40x (Salazar, 2020).

» CULTIVOS

Se emplean medios de agar Sabouraud Dextrosa sin cicloheximida que se incubando a 30°C para
observar el desarrollo de colonias mucoides brillantes y escurrentes de color blanco-amarillo, poco
elevadas y con bordes continuos (figura 30).

Cryptococcus
neoformans

Cryptococcus
gattii

Figura 30. Desarrollo de Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii en agar Sabouraud (Casillas, 2012).

En el caso de muestras contaminadas: esputo, materia fecal y exudados,
se recomienda efectuar la siembra en el medio de agar Staib-niger, en el cual se pueden desarrollar
las colonias de Cryptococcus neoformansy C. gattii (figura 31).

Cryptococcus neoformans
presenta colonias cafés por la
actividad de la enzima fenol
oxidasa y produccién de
pigmentos meldnicos.

Cryptococcus gattii carece de la
enzima fenol oxidasa por lo que
las colonias de mantienen
blancas. Llega a tornar este
medio ligeramente verde.

Figura 31. Medio de Staib-niger
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La prueba en agar canavanina-glicina-azul de bromotimol se fundamenta en la particularidad que
presenta la L-canavanina que actiua como una droga, inhibiendo el crecimiento de Cryptococcus
neoformans (figura 32a), mientras que Cryptococcus gattii (figura 32b), es resistente a la L-
canavanina, el cual es degradado por las cepas de esta variedad, liberando amonio como compuesto
final. El amonio en el medio eleva el pH del mismo, que pasa de 5.8 a 7 o mas, virando el color del
medio de amarillo verdoso a un azul de cobalto, por la presencia de azul de bromotimol.

a. Cryptococcus neoformans b. Prueba positiva para Cryptococcus
(no hay viraje del medio) gattii (viraje del medio de amarillo a
azul cobalto)

Figura 32. Medio de Canavanina glicina azul de bromotimol

» HISTOPATOLOGIA

Es muy recomendable dividir el material de biopsa en dos partes: una para el cultivo micologico y la
otra para ser procesada en cortes histologicos para tefiirla con acido peryédico de Schiff (PAS) (figura
Sl Vg s | 34), Gomori-Grocott o Mucicarmin de Mayer (figura 33).

La infeccion se acompafa de un respuesta inflmatoria
minima; si la infeccion es temprana se encuentran lesiones
mucilaginosas, debido al gran conglomerado de capsulas,
pero si la infeccion es crénica, las lesiones cambian a
granulomatosas y contiene principalmente linfocitos vy
células epiteliales. La necrosis caseosa, la cavitacion y la
calcificaciéon se observan raramente.

Figura 33. Cryptococcus neoformans en
tejido, tincién de Mucicarmin de Mayer.
Inoculacion en ratéon (Godoy, 2020)
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Figura 34. Tincidn con acido peryddico de Schiff

L “‘ (PAS) de levaduras encapsuladas de Cryptococcus
» neoformans a 100x (Salazar, 2020).

L 5% reor ( )

o

:
2

» OTRAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Produccion de ureasa: Se utiliza el medio de agar urea de Christensen, en el cual se inocula una
asada de la levadura en estudio. Los medios son incubados a 37 °C durante seis horas o a
temperatura ambiente por 3 dias. Si el microorganismo posee la enzima ureasa el medio de cultivo
se alcaliniza y vira de color amarillo-naranja (figura 35a) a rosa intenso (figura 35b) por el indicador
es el rojo fenol. Las levaduras del género Cryptococcus son positivas a esta prueba.

a. Prueba
negativa de urea

b. Prueba positiva para
Cryptococcus neoformans

c. Prueba positiva para
Cryptococcus gatti

.

Figura 35. Levaduras del género Cryptococcus en Medio de Urea

Auxonograma: Se utiliza el auxonograma, asimilacion de

carbohidratos, pues la asimilacion del inositol es una
caracteristica del género Cryptococcus (figura 36).

Prueba 36. Auxonograma positivo para
Cryptococcus neoformans (Salazar, 2020).
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Aglutinacion: Es muy, se basa en la determinacion del antigeno criptococdsico en la cépsula
(glucorono-xilomanano o GXM). Puede efectuarse en suero, LCR, orina y liquido prostatico.

Se hace por aglutinacidn directa de particulas de latex revestidas por anticuerpos anticdpsula de
Cryptococcus, utilizada para la identificacion de los serotipos (A, D, Cy D).

Se produce la reaccién de aglutinacion, la cual tiene alta especificidad y la sensibilidad varia entre
90y 95% (figura 37). Aproximadamente el 5% de las pruebas dan resultados “falsos positivos” y esto
se tribuye sobre todo a la presencia del factor reumatoide. Uno de los kits comerciales mas utilizado
es el Pastorex®-Crypto Plus.

Prueba de Prueba de
aglutinacion aglutinacion
positiva negativa

Figura 37. Aglutinacidn directa de particulas de latex revestidas
por anticuerpos anticapsula de Cryptococcus.
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Resumen de la identificacion de Cryptococcus en el
laboratorio.

Aislamiento en ASD

(desarrollo de colonias blancas)

o O

Prueba positiva Prueba negativa
—[ Cryptococcus (colonias brillantes y escurrentes) ] Candida (ver apartado de Candidosis)
Trichosporon (colonias plegadas) Saccharomyces spp

Desarrollo de colonias cafés

CD Colonias blancas

Medio de Canavanina
Glicina azul de Bromotimol ‘

Viraje del medio a azul cobalto

‘ Sin desarrollo

Sin viraje

Auxonograma
Cryptococcus spp — PCR
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ASPERGILOSIS

Introduccidon

La aspergilosis es una micosis oportunista causada por hongos filamentosos del género Aspergillus.
La enfermedad no presenta predominio por ningln sexo, raza o grupo de edad.

Existen aproximadamente 600 especies de Aspergillus en la naturaleza, no obstante, para el hombre
solo unas cuantas son patégenas, debido a que la mayoria de estos hongos son termosensibles,
siendo: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus terreus, las especies
responsables del 80 al 90% de los casos de aspergilosis.

La identificacién de Aspergillus hasta el nivel de especie es crucial en el laboratorio, ya que las
susceptibilidades variables a los antimicdticos influyen en la seleccién del farmaco que se utilizara
para el manejo de un caso clinico.

Los hongos del género Aspergillus son filamentosos hialinos y su identificaciéon se basa en sus
caracteristicas morfoldgicas como: color de la colonia, tamafio y forma de las cabezas conidiales
(forma de la vesicula, presencia o ausencia de métulas, forma de las fidlides, color y aspecto de los
conidios) y morfologia de los conidiéforos. (Martinez, 2012).

Epidemiologia

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica ha surgido como un factor de riesgo significativo para
la aspergilosis. El riesgo estd asociado con el deterioro de la actividad ciliar, la inmunosupresion
debida al uso de esteroides y un amplio espectro de antibidticos principalmente durante la
hospitalizacion.

El nimero anual estimado de casos de aspergilosis en México es 4,510 y al menos 58% de estos
casos no sobrevive pues no recibe el tratamiento antifingico a tiempo. (Cruz, 2014).

Clinica

La aspergilosis puede presentarse como algunos de cuadros clinicos, siendo los mas graves (Bonifaz,
2020):

» Aspergilomas: Producidos por la colonizacion de cavidades previas (tuberculosis,
sarcoidosis, histoplasmosis o bronquiectasias) por Aspergillus. Pueden ser asintomaticos o
cursar con hemoptisis o invasién tisular. El diagndstico radiolégico siempre ha de
acompafiarse de niveles altos de IgG frente a Aspergillus y de la presencia generalmente
intermitente de tinciones y cultivos positivos de las secreciones respiratorias. En ocasiones
los aspergilomas pueden localizarse en los senos maxilares y dar lugar a cefalea y rinorrea.
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» Aspergilosis pulmonar invasiva: Los factores de riesgo mas importantes son la neutropenia
prolongada, el tratamiento con esteroides, la enfermedad por citomegalovirus y el sida. Las
manifestaciones clinicas comienzan con la aparicién de fiebre, seguida de sintomas
respiratorios, como dolor tordcico, tos, taquipnea o hemoptisis.

> Aspergilosis pulmonar necrosante crénica: Suele afectar a individuos con enfermedades
pulmonares previas, tiene un curso lento de meses o afios, con aparicion de infiltrados en
los l6bulos superiores, fibrosis y cavitaciones. La persona desarrolla anticuerpos frente a
Aspergillus detectables en el laboratorio. Pueden producirse neumotdrax, aspergilomas o
incluso aspergilosis pulmonar invasiva.

Diagnéstico de laboratorio

» EXAMEN DIRECTO

Las muestras clinicas son examinadas agregando KOH al 15% y deberdn observarse hifas largas,
ramificadas, hialinas y septadas de aproximadamente 3 um de didametro. La demostracién de hifas
en el espécimen clinico y el aislamiento repetido de la misma especie de Aspergillus es critico para
apoyar el diagnéstico de aspergilosis (figura 38).

Figura 38. Hifas septadas ramificadas en muestra
de esputo. KOH 15%, 40x (Zafar, 2017).

> TINCIONES

Los exdmenes directos de cultivos se tifien con azul de lactofenol, para examinar las caracteristicas
microscopicas de las distintas especies de Aspergillus observandose en el microscopio con el
objetivo de 40X. El fenol del colorante inactiva al hongo, el dcido lactico es un agente aclarante que
preserva las estructuras, la glicerina previene la desecacion de la preparacién y el azul de algoddn
colorea la quitina y celulosa del agente.

A continuacién, se muestran las micromorfologias de las principales especies de Aspergillus
causantes de micosis (figura 39 y 40):
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Aspergillus flavus, 40X

Aspergillus niger, 40X Aspergillus fumigatus, 40X

Figura 39. Micromorfologias de las principales especies de Aspergillus causantes de micosis.

Conididforo tipo Aspergillus.

Microconidios ———» 1ra serie de
Esterigmas
Vesicula 2da serie de
esterigmas

Conidiéforo

Figura 40. Podemos diferenciar entre algunas
especies de Aspergillus observando la cantidad
de series de esterigmas con las que cuenta el
conidiéforo, asi como su disposicién (180 o 360°)
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» CULTIVOS

Las muestras clinicas se siembran en agar dextrosa Sabouraud sin cicloheximida o en agar
Czapek-Dox, siendo este ultimo el mas utilizado, pues las colonias se desarrollana 25y 37°C en cinco
a siete dias. Como los hongos del género Aspergillus se aislan con facilidad del ambiente, se debe
ser cuidadoso al emitir un diagnéstico de aspergilosis, por lo que se recomienda realizar el
aislamiento en tres ocasiones diferentes y con cultivos puros. En la siguiente tabla se muestran las
caracteristicas macro y microscépicas de las principales especies de Aspergillus (Russo, 2020):

Gl | Tewwa | Condfoes | Comdios |

El color inicialmente
es blanco virando en
aproximadamente
siete dias a un verde
azulado por la
produccion de
conidias.

El reverso de la
colonia es incoloro.

Las colonias son de
color verde-amarillo,
ocasionalmente
algodonosas

en el centro o margen
de la colonia.

El reverso de la
colonia es incoloro.

El color de las colonias
al principio es blanco,
luego es negro.

El reverso

de la colonia es
amarillo o crema.

Las colonias son de
color café canela.
El reverso de la
colonia es color

blanco a marrén.

La textura de
las colonias es
aterciopelada,
afelpada,
vellosa, con
margen
blanquecino o
beige.

La textura de
las colonias es
pulverulenta
con surcos
radiales,
rugosas o
granulosas.

La textura de
las colonias es
granular.

La textura de
las colonias es
aterciopelada o
pulverulenta.

Presentan conidioforo corto, liso
de hasta 300 um de longitud y de 5
a 8 um de didmetro, vesicula de 20
a 30 um de diametro con fialides (6
a 8 um de largo), uniseriada,
ocupando 2/3 de la vesicula.

Los conidiéforos son de pared
gruesa, hialinos, rugosos, de > 1
mm de longitud y de 10 a 20 um de
diametro. Las vesiculas son
globosas de 10 a 65 um de
diametro produciendo fialides
uniobiseriadas alrededor de la
vesicula.

Los conidiéforos son de pared lisa,
hialina y miden de 1,5 a 3 mm de
largoy de 15 a 20 um de didmetro.
La vesicula es globosa con 50 a 100
pm de didmetro y produce fidlides
alrededor.

Los conidiéforos miden hasta 250
pum de longitud, las fidlides son
biseriadas y ocupan 2/3 partes de
la vesicula.

Los conidios en cadenas
forman una compacta
columna sobre la vesicula,
son de color verde,
finamente rugosos, globosos
y de 2 a 3 um de diametro.

Los conidios son de color

verde amarillentos, lisos o
finamente rugosos, esféricos
con un diametro de 3.5a 4.5
pum de didmetro.

Los conidios son globosos y
rugosos con 4 a5 um de

diametro, de color marrén a
negro.

Los conidios se encuentran
en cadenas, formando una

compacta columna sobre la
vesicula, son hialinos, lisos

de2a3um.
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Aspergillus fumigatus. Desarrollo de Aspergillus terreus. Desarrollo de
colonias polvosas verde militar. colonias granulares verde limén.

Aspergillus terreus. Colonias polvosas beige
granularres negras con halo blanco a café claro.
correspondiente al micelio vegetativo.

Figura 41. Desarrollo de colonias de distintas especies de Aspergillus en medio Czapek Dox.

» HISTOPATOLOGIA

La pieza de biopsia obtenida se debe dividir en dos fragmentos: una parte se emplea para realizar
un cultivo en los medios mencionados y la otra se fija para cortes histopatoldgicos tefiidos con la
tincién de acido peryddico de Schiff (PAS) o la tincién
de Gomori-Grocott (figura 42), donde se observan
facilmente al microscopio con el objetivo de 100X los
hongos como hifas septadas de 2.5 a 4.5 um de
diametro, ramificadas dicotdmicamente en d4ngulos
igual o menor a 45°.

Figuro 42. Tincién de Gomori-Grocott de hifas de Aspergillus en el

interior de glomérulos e invadiendo el tejido cortical adyacente a
100x (Peman J, 2007).
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» OTRAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION

ELISA: La prueba comercial Platelia Aspergillus’ identifica el antigeno galactomanano en suero,
siendo un método diagndstico de gran utilidad en los pacientes (figura 43).

Figura 43. Kit comercial de Platelia
Aspergillus °.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa): La deteccion de ADN flngico mediante PCR es un
método novedoso no basado en cultivos que puede permitir un mejor diagnéstico de la aspergilosis
(figura 44).

Figura 44. Kit multiplex Asper Genius® es un ensayo de PCR en
PathofVOstics-z » i | tiempo real que permite un diagndstico rapido de las infecciones
por Aspergillus e identifica simultdneamente la resistencia a azoles a
partir de muestras del tracto respiratorio inferior (Russo, 2020).
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Resumen de la identificacion de Aspergillus en el
laboratorio.

Aislamiento en ASD
(desarrollo de colonias ilimitadas)

Colonias granulares Colonias granulares Colonias polvosas Colonias polvosas
verde limén negras verde oscuro beige a café

Examen directo con azul algoddn lactofenol

10 2 series de 2' series de . 1 serie de 2 series de
esterigmas en 360° esterigmas en 360 esterigmas en 180° esterigmas en 180°

Conidios negros

Aspergillus Aspergillus
flavus niger
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Preparacion de reactivos

» KOH al 15%

- Hidréxido de potasio............. 15¢g
- Agua destilada.......cccuvueeeee. 100 mL
Preparacion:

Mezclar para disolver totalmente el KOH.
Guardar a temperatura ambiente en frasco de color ambar.

> AZUL DE LACTOFENOL

Solucion A:

- Fenol (cristales).............. 20g

- Acido lactico.................. 20g

- Glicerina....cceceeveeveeeee.. 40 mL
Solucién B:

- Azul de algodon..............0.05 g
- Agua destilada................ 20 mL

Preparacion:
Mezclar las soluciones Ay B.
Conservar a temperatura ambiente hasta por 6 meses.

» TINCION DE GRAM

Solucién A. Solucidn de cristal violeta:

- Cristal violeta......ccoce...... 4g

- Etanol.......cveecieieennn. 20 mL

Preparacion:

Disolver el colorante en etanol y diluir la solucidn al 1:10 en agua destilada.

Solucién B

- Oxalato de amonio............ 08¢g
- Agua destilada................. 80 mL
Preparacion:

Disolver el oxalato de amonio en el agua destilada.
Mezclar una parte de la solucién A con cuatro partes de la solucidn B.

Solucion de yodo (lugol):
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Preparacion:
Disolver el yodo y el yoduro en 5 mL de agua destilada y completar a un volumen de 240 mL con
agua destilada.

Contracolorante (colorante de fondo):

- Safranina O al 2.5% en alcohol al 95% .......... 10 mL
- Agua destilada.....ccevivineeee i 100 mL
Preparacion:

Realizar un frotis y fijarlo con calor o metanol.

Agregar el cristal violeta. Dejar un minuto. Lavar con agua.

Aplicar el lugol. Dejar un minuto. Lavar con agua.

Decolorar con etanol al 95% por 30 segundos.

Agregar safranina O. Dejar por 10 segundos. Lavar con agua y dejar secar.

» TINCION DE ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS)

Solucion de hidrosulfito de sodio:

- Acido tartérico.................. 05g
- Hidrosulfito de sodio.......... 1lg
- Agua destilada.................. 100 mL

Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Reactivo de Schiff:

- Fucsina basica.................. 0.1g
- Etanol al 95%.......cccccveevuenne 5mL
- Agua destilada.................. 95 mL

Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Verde brillante:

- Verde brillante.........cccc..... lg
- Acido acético glacial............ 0.25mL
- Agua destilada................... 100 mL

Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Coloracién del frotis:

Realizar un frotis y fijarlo con calor.

Sumergir la preparacion en etanol al 95% por 1 minuto.

Sumergir la preparacion en acido peryddico y retirarla rdpidamente.
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Sumergir la preparacion en fucsina basica por 2 minutos y enjuagar.
Contrateiiir con verde brillante por 5 segundos.

Cubrir la preparacién con etanol al 95% por 1 minuto.

Aclarar con dos pasos rapidos por xileno. Dejar secar y observar.

» TINCION DE GOMORI-GROCOTT (METENAMINA DE PLATA)

Acido crémico al 10%:

- Acido crémico.......... 10g
- Agua destilada......... 100 mL
Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Metenamina al 3%:

- Hexametilanetretamina......... 3g

- Agua destilada........ocuo....... 100 mL

Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Nitrato de plata al 5%:

- Nitrato de plata........c.c......... 5g

- Agua destilada.........ococu...... 100 mL

Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Borato de sodio al 5%:

- Borato de sodio........cccoeu.ue. 5g

- Agua destilada.........ccccoenneee 100 mL

Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Solucion de metenamina de plata:
- Metenamina de plata al 3%...... 20 mL

- Nitrato de plata al 5%............... 1mL
- Borato de sodio al 5%.............. 1.5mL
- Agua destilada..........c.......... 17 mL

Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Bisulfito de sodio al 1%:
- Bisulfito de sodio.........cc......... lg
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- Agua destilada............ccu......... 100 mL
Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Cloruro de oro al 0.2%:

- Cloruro de oro.........ccoeueuvvennes lg

- Agua destilada.......ccocceevunenee 500 mL

Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Tiosulfito de sodio al 2%:

- Tiosulfito de sodio........ccccueuueee. 2g

- Agua destilada.........c.ccceeuueenee. 100 mL

Preparacion:

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Verde brillante al 2%:

- Verde brillante........ccccceveuenenee. 2g
- Acido acético glacial.................. 0.2mL
- Agua destilada.......ccoeveeurnnnnee. 100 mL

Preparacion:
Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Preparacion:

Realizar un frotis y fijarlo con metanol. Secar al aire.

Cubrir con el acido crémico al 10% por 10 minutos. Lavar con agua destilada.

Cubrir con el bisulfito de sodio al 1% por 1 minuto. Lavar con agua destilada.

Color el frotis en una caja de Coplin con la solucidn de metenamina de plata y calentar con el
microondas por 45 segundos. Lavar con agua destilada.

Cubrir con cloruro de oro por 10 segundos. Lavar con agua destilada.

Cubrir con tiosulfito de sodio por 1 minuto. Lavar con agua destilada.

Cubrir con verde brillante al 2% por 3 minutos. Dejar secar y observar.
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Preparacion de medios de cultivo

> CALDO SABOURAUD DEXTROSA

Pesar:
- Digerido enzimatico de caseina..... 10 g

- Dextrosa.... v 20g
- Agua destilada....cccceieivineinieeene 1000 mL
Preparacion:

Suspender 30 g de medio deshidratado en un litro de agua destilada.

Calentar agitando frecuentemente y dejar hervir durante 1 minuto para disolver
completamente los ingredientes. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Distribuir y enfriar a
temperatura ambiente antes de su utilizacion.

Dispensar alicuotas de 5 mL en tubos de vidrio estéril con tapa de rosca.

» AGAR MICOSEL

Pesar:

S ABAM e 15¢

- Cloranfenicol.......ccccoceeiveinrierennene. 0.05g

- Dextrosa.....ccoceeceenieeie e 10g

- Cicloheximida.......ccccooevvererierennnn. 04g

- Agua destilada......ccceveeereeeieenne. 1000 mL
Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua destilada.
Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Verter en tubos o placas. Dejar solidificar.

» AGAR PAPA DEXTROSA

Pesar:

- Papa. 200 g

- Dextrosa.....ccecveveeviennieenne 10g

S ABAM e 20¢g

- Agua destilada.......cceuveeneee. 1000 mL
Preparacion:

Pelary cortar la papa en trozos pequefios.
Disolver la dextrosa en agua y agregar los demas ingredientes.

Identificacion de hongos oportunistas de interés clinico 52



Hervir 30 minutos vy filtrar con gasa.
Completar el volumen.

Esterilizar a 121 2C por 15 minutos.
Repartir en tubos o placas. Dejar solidificar.

Prueba de esterilidad: dejar a temperatura ambiente por 24 hrs. Verificar que no haya
desarrollo de contaminantes.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida de Aspergillus niger, incubar a 28°C por 3 dias
para verificar la promocidn de crecimiento.

» AGAR SABOURAUD DEXTROSA

Pesar:

- Peptona.....cceeieececeeienen, 10g

- Glucosa.....coeeeueverierieee. 20g

S ABAM e 20g

- Agua destilada.................... 1000 mL

Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua destilada.
Esterilizar a 121 2C por 15 minutos.

Verter en tubos o placas. Dejar solidificar.

Prueba de esterilidad: dejar a temperatura ambiente por 24 hrs. Verificar que no haya
desarrollo de contaminantes.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida de Aspergillus niger, incubar a 28°C por 3 dias
para verificar la promocién de crecimiento.

» CHROMAGAR CANDIDA

Pesar:

- Base de polvo*.......cccevereenee 47.7g

- Agua destilada.........c.ceueuee.... 1000 mL
- pHfinal 5.9

* proveedor BD. Ref. 212961

Preparacion:

Disolver el polvo en el agua destilada.

Homogenizar por completo.

Calentar hasta la ebullicién por 1 minuto agitando o removiendo regularmente.
|
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Este medio de cultivo no se esteriliza en autoclave.
Verter el medio en placas de Petri estériles. Dejar solidificar.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida o ATCC de Candida albicans, incubar a 28°C
por 2 dias para verificar el desarrollo de colonias verde claro.

> BIGGY AGAR

Pesar:
- Base de polvo™........cccevervnenee. 45¢ *MCD-LAB No. cat. 700
- Agua destilada..........c.ceuu....... 1000 mL

Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua destilada.

Remover hasta que el agar haya espesado bien.

Calentar hasta la ebullicién (100 °C) agitando o removiendo regularmente.
Este medio de cultivo no se esteriliza en autoclave.

Verter el medio en placas de Petri estériles. Dejar solidificar.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida o ATCC de Candida albicans, incubar a 28°C
por 2 dias para verificar el desarrollo de colonias café metalico.

» Agar Pagano Levin

Pesar:

- Peptona.... i 10.0g

- Extracto de levadura..................... lg

- Dextrosa.....cocveeveeciee e e 408

S AN e 15¢g

- Cloruro de tetrazolio*.................. 01g

- Cloranfenicol®........cccoveeeeeeceiecins 05g

- Agua destilada.....cccceveieireineeene. 1000 mL
pH final de 6.0

* se agregan hasta después de la esterilizacidon en autoclave

Preparacion:

Disolver los ingredientes en el agua destilada, excepto el cloruro de tetrazolio y el
cloranfenicol.

Homogenizar por completo. Esterilizar a 121 2C por 15 minutos. Enfriar hasta los 45°C.
Afadir asépticamente el cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio y el cloranfenicol. Mezclar bien.
Verter el medio en placas de Petri estériles. Dejar solidificar.
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» AGARTABACO

Pesar:

- Hojas de tabaco.......cccccoeuverrnene. 50g

S ABACM e 20¢g

- Agua destilada.....cccceveiereeeenne. 1000 mL
Preparacion:

Hervir las hojas en el agua destilada durante 30 minutos, enfriar y filtrar.

El pH se ajusta a 6 y el volumen se reajusta a 1 litro.

Agregar 20 g de agar-agar antes de esterilizar la mezcla en autoclave a 1219C durante 15 min.
El medio se deja enfriar a 45-55°C.

Dispensar en placas de Petri estériles. Dejar solidificar.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida o ATCC de Candida dubliniensis, incubar a
28°C por 2 hasta 10 dias para verificar la produccion de clamidoconidios.

» AGAR CZAPEK-DOX

Pesar:

- SACAr0SAuuee ettt 30g

- Nitrato de sodio.......ccevveeveecrenne. 2g

- Fosfato dipotdsico......cccccevverenne. 1g

- Sulfato de magnesio.......c.ccccueuunene 05¢g

- Cloruro de potasio......cccceveveeveneeee. 05¢g

- Sulfato ferroso......ccevevecveveveencnnns 10 mg

S AN s 15g

- Agua destilada......ccccoereeeeiceeene. 1000 mL
Preparacion:

Disolver por calor todos los ingredientes. Colocar en ebullicion por 10 minutos.
Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Verter en tubos o placas. Dejar solidificar.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida de Aspergillus niger, incubar a 28°C por 3 dias
para verificar la promocién de crecimiento.

» AGAR STAIB

Pesar:
= GlUCOSA. et 10g
- Creatinina. .. 0.78 g
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- Cloranfenicol.......ccccoeveeveieinicecece e 0.05g
- Difenilo (disuelto en 10 ml de etanol 95%).... 100 mg

- Guizotia abyssinica (Semillas de niger)......... 70g
S AN e 20g

- Agua destilada.....ccceveineeeiriee e 1000 mL
Preparacion:

Moler las semillas y afladir 350 mL de agua.

Esterilizar en autoclave v filtrar.

Afadir el agua. Afadir el resto de los componentes excepto el difenilo.
Esterilizar a 121 °C 15 minutos. Enfriar a 45 °C.

Afadir el difenilo antes de dispensar el medio en las placas.

Validacion del medio: inocular una cepa conocida o ATCC de Cryptococcus neoformans, incubar
a 28°C por 2 dias para verificar el desarrollo de colonias café chocolate.

» AGAR CANAVANINA-GLICINA-AZUL DE BROMOTIMOL
Pesar:
Solucion A:

= GliCINA e 10g

- Fosfato monopotasico..........ccoceeveueurenens lg

- Sulfato de magnesio.......ccccceuevvireeeennn. 1lg

- Tiamina-HCl.....coveveeeiececeee e 1mg

- Sulfato de L-canavanina..........cccccuveunee. 30 mg

- Agua destilada.....ccoeieiveececcece e, 100 mL

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Solucion B:

- Azul de bromotimol........ccccoveeveviieienenns 04g
= NaOH al 0.01 Nuuoovirereeie e 64 mL
- Agua destilada.....ccoeeeeeeccececeeeee 36 mL

Mezclar y almacenar a temperatura ambiente en un recipiente cerrado.

Preparacion:

Mezclar la soluciéon B y esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Enfriar a 50°C y agregar 100 ml de la solucién A estéril.
Mezclar muy bien y verter en placas.

Validacion del medio:
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Control positivo: Inocular una cepa conocida o ATCC de Cryptococcus gattii (medio con
desarrollo y viraje a azul eléctrico).

Control negativo: Inocular una cepa conocida o ATCC de Cryptococcus neoformans (medio sin
desarrollo y se mantiene amarillo).

Incubacién a 28°C por 2 a 3 dias.

> AGAR EXTRACTO DE MALTA

Pesar:

- Extracto de malta......cccoceveeecvennnnee 20g

- Peptona.... e lg

- DexXtrosa....cccvecverie e e 20g

S AN e 20g

- Agua destilada.....ccoeieivineieeeeenne 100 mL
Preparacion:

Mezclar los ingredientes y calentar hasta ebullicién (100°C).
Afadir la dextrosa y homogenizar.

Esterilizar a 121° durante 15 minutos.

Distribuir en cajas de Petri o en tubos.

Validacién del medio: inocular una cepa conocida de Mucor sp o Rhizupus sp, incubar a 28°C
por 3 dias para verificar la promocidn de crecimiento.

» AGAR UREA DE CHRISTENSEN

Pesar:

- Tripteina.. e lg

- GlUCOSA. .ttt lg

- Cloruro de sodio.......cccoceeeeeeeueerennns 5g

- Fosfato monopotasico..................... 2g

- Rojo de fenol......cccoeveveveecececrenennen. 0.012¢g
S AN e e 15g

- Solucién de urea al 40%................. 50 mL

- Agua destilada......cceveieeneerieeen 1000 mL
Preparacion:

Suspender 24 g del polvo en 950 mL de agua destilada.

Dejar reposar 5 minutos. Calentar con agitacién frecuente y llevar a ebullicion.

Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Enfriar a 50°Cy agregar la solucién de urea al 40% previamente esterilizada por filtracion.
Fraccionar en tubos y dejar solidificar el medio en pico de flauta.

Validacion del medio:
]

Identificacion de hongos oportunistas de interés clinico 57



Control positivo: Inocular una cepa conocida o ATCC de Cryptococcus sp (el medio vira a color
rosa intenso).

Control negativo: Inocular una cepa conocida de Candida sp (el medio conserva color amarillo-
naranja).
Incubacién a 28°C por 2 a 3 dias.
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